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RESUME 
 Contrairement aux mammifères adultes, la rétine des amphibiens possède la particularité de croître durant toute la vie de l'animal grâce à l'activité continue d'une population de cellules souches localisée au sein d'une niche bien délimitée, la zone marginale ciliaire (ZMC). Ce modèle offre ainsi la possibilité d'étudier in vivo les mécanismes moléculaires à l'origine du maintien et de la prolifération des cellules souches neurales à des stades post-embryonnaires. Dans ce but, l'identification et la caractérisation des différentes voies de signalisation présentes au sein de la niche biologique des cellules souches rétiniennes est une première étape indispensable. Mon projet de thèse a été divisé en deux objectifs principaux: l'étude des interactions entre les voies Wnt et Hedgehog au sein de la ZMC chez le xénope et la réalisation de l'étude fonctionnelle de Yap, l'effecteur principal de la voie de signalisation Hippo dans ce modèle.  Par des approches génétiques et pharmacologiques, la première partie de ce projet a permis de mettre en évidence un antagonisme inattendu entre les signaux Wnt et Hedgehog au sein de la ZMC qui régule l'activité proliférative des cellules souches et des progéniteurs rétiniens. Ce travail nous a conduit à proposer un modèle dans lequel ces deux voies réguleraient la balance prolifération/différenciation dans la rétine post-embryonnaire.  Dans un deuxième temps, les expériences de gain et de perte de fonction du gène Yap ont montré que ce dernier joue un rôle essentiel dans la régulation du programme temporel de la phase de réplication de l'ADN des cellules souches rétiniennes. En effet, l'inhibition de Yap entraîne une importante réduction de la durée de la phase S du cycle cellulaire associée à une instabilité génomique. Une surexpression de c-Myc et de la voie p53-p21 semble impliquée dans ce phénotype. Nos travaux nous ont également permis d'identifier un nouveau partenaire de YAP, le facteur de transcription PKNOX1. L'ensemble de ces données nous a ainsi conduit à proposer un modèle selon lequel le complexe YAP/PKNOX1 pourrait être nécessaire au bon déroulement de la phase de réplication des cellules souches, indispensable à la maintenance de l'intégrité du génome de ces cellules et de leur descendance.  
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CHAPITRE I: LES CELLULES SOUCHES DE LA RETINE DES VERTEBRES  
1. LA RETINE  La rétine des vertébrés est une structure laminaire qui tapisse le fond de l'œil et qui permet la capture et la conversion de l'information lumineuse en signaux électriques. De part son accessibilité par rapport au système nerveux central (SNC), la rétine est un excellent modèle pour l'étude de la neurogenèse. De plus, l'organisation de cet organe ainsi que les mécanismes qui contrôlent son développement sont très bien conservés chez les vertébrés. Dans cette première partie, j'ai choisi de décrire très brièvement l'anatomie de l'œil afin de définir les différentes structures dont je fais référence dans la suite du manuscrit ainsi que le développement de la rétine. 
1) Anatomie de l'œil  L'œil des vertébrés est un organe complexe dont les composants possèdent plusieurs origines embryonnaires bien distinctes: la cornée et le cristallin ont pour origine l'épiderme de surface, la rétine, le neurectoderme et les muscles ciliaires et oculaires le mésoderme. L'œil est une sphère remplie de liquide et entourée de trois couches de tissus ou tuniques. Seule la couche la plus interne, la rétine, contient des neurones sensibles à la lumière, capables de transmettre les signaux visuels au cerveau.  La couche qui lui est immédiatement adjacente, la tunique uvéale ou uvée, comporte trois structures distinctes mais reliées entre elles formant un tissu continu. L'élément le plus important de l'uvée est la choroïde, composée d'un important réseau de capillaires, source principale de l'approvisionnement en sang des cellules rétiniennes. Vers l'avant de l'œil, le prolongement de la choroïde est appelé le corps ciliaire. C'est une structure en anneau qui entoure le cristallin et qui comporte une composante musculaire permettant l'ajustement de la puissance réfringente du cristallin ainsi qu'une composante vasculaire qui sécrète le liquide de la partie antérieure de l'œil. L'élément le plus antérieur de l'uvée est l'iris, partie colorée de l'œil que l'on peut voir à travers la cornée. Ce tissu comprend deux groupes de muscles aux actions opposées qui permettent d'ajuster la taille de la pupille (l'ouverture située au centre de l'iris). Enfin, la couche la plus externe de l'œil est composée d'un tissu résistant de couleur blanche, la sclérotique. A l'avant de l'œil, cette structure opaque se transforme en un tissu transparent, la cornée, laissant la lumière entrer dans l'œil (Figure 1).   
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Figure 1: Schéma d'une coupe transversale de l'œil humain adulte: (A gauche) Coupe sagittale schématique d'un œil humain adulte. Cette illustration montre les principaux tissus de l'œil humain. La ligne verticale divise le segment antérieur de l'œil (la cornée, le cristallin, l'iris, et le corps ciliaire) du segment postérieur (composé principalement de l'humeur vitrée, la rétine et la choroïde). La lumière pénètre l'œil à travers la cornée, la chambre antérieure et le cristallin. Avant d'atteindre la rétine, les rayons lumineux passent à travers le corps vitré. (A droite) Agrandissement du tissu rétinien. Adapté de (Graw, 2010). 
 
Figure 2: Organisation des neurones de la rétine: Organisation schématique des neurones dans la rétine des vertébrés. (A gauche) Coupe transversale d'une rétine de souris sur laquelle un immunomarquage des principaux types cellulaires a été réalisé. Les cônes sont marqués en bleu (anticorps anti-Arrestine), les cellules horizontales en rose (anticorps anti-Calbindine), la terminaison des cellules bipolaires en rouge (anticorps anti-Synatotagmine 2 et anti-PKC), les cellules amacrines en violet (anticorps anti-Calretinine) et les cellules ganglionnaires en blanc (SMI-32). Ces immuno-marquages ont été réalisés sur des coupes de souris transgéniques chez lesquelles un sous-type de cellules bipolaires expriment une protéine fluorescente jaune (vert sur l'image).(A droite) Schéma de la rétine montrant l'organisation des neurones dans la rétine des vertébrés. CCG: couche de cellules ganglionnaires; CNI: couche nucléaire interne; CNE: couche nucléaire externe. D'après (Hoon et al., 2014). 
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En arrière de la cornée, les rayons lumineux traversent les deux milieux liquides de l'œil avant d'atteindre la rétine: l'humeur aqueuse, liquide limpide situé dans la chambre antérieure de l'œil et l'humeur vitrée, un liquide plus épais situé entre l'arrière du cristallin et la rétine (Figure 1). L'humeur aqueuse est sécrétée par le corps ciliaire dans la chambre postérieure de l'œil, entre le cristallin et l'iris. Elle s'écoule ensuite dans la chambre antérieure, entre la cornée et le cristallin au niveau de la pupille. Elle apporte les nutriments nécessaires à ces deux structures. Le deuxième milieu liquide, l'humeur vitrée, représente 80% du volume de l'œil. Elle contribue à maintenir la forme de l'œil et contient des cellules, qui par leur activité phagocytaire, font disparaître le sang et les autres débris qui pourraient interférer avec la transmission de la lumière.  
2) Structure de la rétine  Comme décrit précédemment, la rétine est la seule tunique de l'œil contenant une population de neurones capables de transmettre l'information visuelle au cerveau. On distingue la rétine 
pigmentaire ou EPR (épithélium pigmenté rétinien), un épithélium constitué d'une monocouche de cellules qui repose sur la choroïde, et la neurorétine qui repose sur la rétine pigmentaire. C'est la neurorétine, constituée de différentes couches de neurones, qui permet de traduire et de véhiculer le signal lumineux en influx nerveux jusqu'au cerveau. Cette dernière contient sept types cellulaires majeurs (6 types de neurones et un type de cellules gliales) répartis dans trois couches nucléaires (Figure 2). Les photorécepteurs constituent la couche la plus externe, nommée couche nucléaire externe (CNE), où l'énergie lumineuse est convertie en signal électrique. Les cellules ganglionnaires forment la couche la plus proche du cristallin, appelée simplement la couche des cellules ganglionnaires (CCG). Les cellules ganglionnaires sont les seuls neurones rétiniens qui projettent leurs axones à l'extérieur de l'œil en formant le nerf optique, dans le but de transmettre l'information au cerveau. Enfin, les corps cellulaires des quatre types de neurones restant, les cellules bipolaires, horizontales et amacrines, ainsi que les cellules gliales de Müller, sont regroupés dans la couche intermédiaire nommée couche 
nucléaire interne (CNI) localisée entre la CNE et la CCG. Quelques cellules amacrines appelées "displaced amacrine" sont également retrouvées dans la CCG. Les cellules bipolaires sont responsables de la transmission du signal nerveux des photorécepteurs vers les cellules ganglionnaires. Les cellules horizontales sont en contact avec les photorécepteurs alors que les cellules amacrines sont orientées dans le sens opposé, connectées aux cellules ganglionnaires (Figure 2). 
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Figure 3: Représentation schématique du développement embryonnaire de la rétine. (A) La vésicule optique (en violet) s'évagine à partir du diencéphale. L'ectoderme de surface s'épaissit pour devenir la placode cristallinienne (en rouge). (B) L'invagination de la placode cristallinienne avec le neuro-épithélium sous-jacent de la vésicule optique (en orange) aboutit à la formation de la cupule optique. La couche interne de la cupule optique bistratifiée formera la future rétine neurale (en orange) alors que la couche externe donnera l'EPR (en violet). (C) La placode cristallinienne est totalement invaginée et forme la vésicule cristallinienne. (D) Après différenciation, la vésicule cristallinienne forme le cristallin et l'ectoderme de surface situé au-dessus forme la cornée. Adapté du site du laboratoire "Developmental genetics of eye development-The Brown Lab"(https://basicscience.ucdmc.ucdavis.edu).  
 
Figure 4: Régionalisation de la vésicule optique. La vésicule optique est régionalisée avec l'EPR présomptif (en rouge), le futur nerf optique (en jaune) et la future rétine neurale (en vert). La partie dorsale est en haut et la partie distale et à gauche. Adapté de (Heavner & Pevny, 2012). 
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Ces deux types cellulaires permettent de moduler le signal électrique envoyé aux cellules ganglionnaires. Bien que la rétine ne possède que six types cellulaires majeurs, il existe en fait une très grande variété de sous-types cellulaires au sein de chaque type neuronal. Des études détaillées des morphologies cellulaires et des caractéristiques biochimiques des neurones de la rétine mettent en évidence une grande diversité à l'intérieur de certaines classes, notamment au niveau des cellules bipolaires, amacrines et ganglionnaires (Masland, 2001)(Wässle, 2004).  
3) Développement de la rétine  L'étude des mécanismes moléculaires qui dirigent le développement embryonnaire précoce nécessite l'utilisation d'organismes adaptés aux manipulations expérimentales. Parmi ces modèles, l'embryon de xénope (Xenopus laevis) est utilisé en biologie du développement depuis de nombreuses années. Ce modèle présente en effet beaucoup d'avantages dont un développement rapide et externe des œufs permettant un accès à l'ensemble des stades de développement.  Le modèle du xénope a ainsi permis de mettre en évidence des mécanismes fondamentaux de détermination, spécification ou encore d'induction que l'on retrouve dans de nombreux processus développementaux dont la rétinogenèse. Chez le xénope comme chez tous les vertébrés, la spécification des champs optiques se déroule très tôt au cours du développement, dans la partie antérieure de la plaque neurale (Li et al., 1997). Les cellules des champs optiques expriment un ensemble de facteurs de transcription très conservé, nommé EFTFs (Eye Field Transcription Factors) (Moore et al., 2004)(Zaghloul et al., 2005)(H.-S. Lee et al., 2006). Chez les mammifères, ces facteurs sont les gènes Pax6, Rax, Six3 et Lhx2. Ensemble, ils constituent un réseau de régulation essentiel au développement des yeux (Zuber et al., 2003). Le développement des structures oculaires débute avec la formation des vésicules optiques dès la fin de la neurulation. L'évagination du diencéphale aboutit à la formation des vésicules optiques primitives puis secondaires. Ces dernières se trouvent en contact étroit avec l'ectoderme de surface. Ce contact induit des signaux responsables de la formation d'un épaississement de l'épithélium cristallinien appelé placode cristallinienne (Figure 3A). A ce stade, chaque vésicule optique est constituée de cellules souches et de progéniteurs rétiniens qui formeront tous les dérivés neuro-ectodermique des yeux. Le destin cellulaire des différentes régions de la vésicule optique est déjà défini avec la future rétine neurale, l'épithélium pigmenté rétinien présomptif (EPR) et le futur nerf optique (Figure 4).  
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Figure 5: Ordre de naissance des différents types cellulaires rétiniens. Représentation schématique de la genèse des différents types cellulaires rétiniens. Cet ordre est conservé chez tous les vertébrés. Les cellules ganglionnaires sont les premières à se différencier et les cellules de Müller les dernières. Adapté de (Marquardt & Gruss, 2002). 
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En effet, chaque compartiment exprime un ensemble de facteurs de transcription spécifiques, essentiel au développement des différents types cellulaires et permettant de créer des frontières entre les différentes régions de la vésicule optique. Après la formation des vésicules optiques, une invagination coordonnée de la placode cristallinienne et de la vésicule optique forme les vésicules des futurs cristallins et les cupules optiques (Figure 3B). Les mécanismes à l'origine de cette invagination de la vésicule optique restent encore controversés. Alors qu'il était admis que la placode cristallinienne était indispensable à ce mouvement d'invagination, une équipe japonaise à réussi à former une rétine in vitro en l'absence d'épiderme de surface (Eiraku & Sasai, 2012). La cupule optique est formée de deux couches, la plus interne formera la future rétine neurale alors que la couche externe sera à l'origine de l'EPR présomptif (Figure 3C). Une deuxième invagination se produit dans la partie ventrale de la vésicule optique pour former la fissure optique où passeront les axones des cellules ganglionnaires pour former le nerf optique. Cette structure permet également l'entrée de l'artère hyaloïde, responsable de l'irrigation sanguine de la rétine (Saint-Geniez & D’Amore, 2004). La croissance de la cupule optique entraîne ensuite la fermeture de cette fissure optique. Au sein de la rétine neurale, les progéniteurs rétiniens se divisent de façon symétrique et asymétrique afin de produire à la fois des cellules post-mitotiques et des progéniteurs. Des expériences de lignages ont montré que les cellules progénitrices de la rétine restent multipotentes et peuvent générer tous les types cellulaires au cours du développement (Holt, Bertsch, & Harris, 1988). Malgré la persistance de la multipotentialité de ces cellules, les progéniteurs rétiniens vont préférer se différencier en un ou plusieurs types cellulaires à chaque stade de développement (Cepko et al. 1996). Ainsi, la transplantation d'un jeune progéniteur ou d'un progéniteur plus âgé dans un environnement similaire ne donnera pas la même descendance (T. Watanabe & Raff, 1990)(Morrow, Belliveau, & Cepko, 1998)(Belliveau & Cepko, 1999). Les corps cellulaires des cellules post-mitotiques sont transloqués au sein des différentes couches de la rétine. Les différents progéniteurs vont se différencier dans un ordre bien précis. Une première vague de différenciation précoce est caractérisée par la formation des cellules ganglionnaires, des cônes, des cellules horizontales et des cellules amacrines. Plus tardivement, une seconde vague aboutît à la différenciation des  bâtonnets, des cellules bipolaires et enfin des cellules gliales de Müller (Figure 5)(Wong & Rapaport, 2009)(Straznicky & Gaze, 1971)(Livesey & Cepko, 2001).    
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2. LES CELLULES SOUCHES DE LA ZONE MARGINALE CILIAIRE  La zone marginale ciliaire (ZMC) est un anneau de cellules localisé à la périphérie de la rétine mâture contenant les cellules souches et les progéniteurs rétiniens. Les neurones rétiniens sont ajoutés progressivement à la rétine neurale grâce à la différenciation des précurseurs descendant des cellules de cette zone (Straznicky & Gaze, 1971)(Hollyfield et al. 1971). Chez les poissons et les amphibiens, une importante proportion de la rétine neurale est formée à partir des cellules de la ZMC après la différenciation initiale du neuro-épithélium rétinien. Les oiseaux possèdent également une ZMC mais qui possède un potentiel de prolifération transitoire après l'éclosion. Enfin, la rétine des mammifères ne possède pas de ZMC comparable à celle des amphibiens et des poissons dans sa région périphérique mais plusieurs sources de cellules possédant des caractéristiques de cellules souches in vitro ont été identifiées au sein de l'œil des mammifères. Cette partie a pour objectif de décrire la ZMC et les autres sources de cellules souches et de progéniteurs de la rétine dans ces différents modèles biologiques au cours du développement post-embryonnaire et durant les processus de régénération.   
1) La zone marginale ciliaire chez les poissons et les amphibiens  Chez les mammifères, les deux structures fonctionnelles de la rétine, la rétine neurale et l'EPR, achèvent leur développement très tôt après la naissance. Après cette période, la croissance de la rétine s'arrête et cette dernière n'est pas capable de régénérer en cas de lésion. Au contraire, la rétine des poissons et des amphibiens continue de croître durant toute la vie de ces animaux et possède des propriétés régénératives importantes (Reh & Constantine-Paton 1983)(Perron et al. 1998)(Yoshii et al. 2007)(Wetts, Serbedzija, & Fraser, 1989). Cette croissance continue est possible grâce à l'activité des cellules souches rétiniennes localisées dans la ZMC. Ces cellules souches sont multipotentes et leur prolifération est responsable de l'augmentation de la taille de l'œil durant toute la vie de l'animal. Dès 1968, des expériences d'autoradiographie utilisant des marqueurs comme la thymidine 3H montre que de nouvelles cellules sont produites et constamment ajoutées à partir de la ZMC dans les différentes couches de la rétine neurale (Hollyfield, 1968)(Straznicky & Gaze, 1971). De plus, des expériences de lignages réalisées chez le têtard ont montré qu'une seule cellule de la ZMC pouvait générer de large clones contenant tous les types cellulaires de la rétine, montrant la multipotence de ces cellules (Wetts et al., 1989).  
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Figure 6: Les cellules souches de la rétine chez le poisson. Des cellules fluorescentes provenant d'embryons transgéniques exprimant l'EGFP de façon permanente et ubiquitaire sont transplantées dans un embryon de Médaka non marqué au stade blastula. Cette technique permet d'obtenir des rétines mosaïques contenant un nombre limité de cellules marquées. Bien que la plupart des cellules transplantées participent au développement de la rétine et acquièrent ensuite une identité post-mitotique, ces expériences de transplantation aboutissent également à l'incorporation de cellules fluorescentes au sein de la ZMC. Les embryons présentant ce profil sont analysés sur plusieurs durées allant de 6 semaines à 1 an. La descendance de ces cellules forment des clones qui continuent de s'étendre continuellement durant la vie de l'animal et qui sont composés de tous les types cellulaires rétiniens. Cette observation démontre la présence de cellules souches rétiniennes multipotentes capables de s'auto-renouveler. D'après (Centanin, Hoeckendorf, & Wittbrodt, 2011).  
 
Figure 7: Organisation de la ZMC chez le Xénope. (A gauche) Schéma d'une coupe transversale de rétine de têtard montrant la localisation de la ZMC dans la région périphérique de la rétine neurale. (A droite) Agrandissement de la ZMC où se déroule la neurogenèse post-embryonnaire. La ZMC est organisée en plusieurs zones récapitulant les différentes étapes du développement de la rétine. Les cellules souches sont confinées dans la zone 1, les progéniteurs dans la zone 2 et 3 et les cellules post-mitotiques en zone 4. Adapté de (Perron et al., 1998). 
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Plus récemment, une équipe a réalisé pour la première fois, une expérience de lignage chez le poisson sur une très longue période, afin de véritablement démontrer les propriétés "souches" de ces cellules (Centanin et al., 2011)(Centanin et al., 2014). La transplantation de ces cellules marquées de façon permanente a en effet permis de suivre leur descendance et ainsi de démontrer les capacités d'auto-renouvellement et de multipotence de ces cellules (Figure 6). Chez les amphibiens, l'organisation spatiale de la ZMC a été décrite comme reflétant les différentes étapes de la rétinogenèse embryonnaire grâce à l'expression de différents marqueurs. En effet, les cellules souches se situent dans la partie la plus périphérique de la ZMC, suivies des cellules progénitrices en prolifération et des cellules post-mitotiques en cours de différenciation plus centralement (Figure 7)(Perron et al., 1998). Les cellules souches de la première zone possèdent bien une identité "rétine", elles expriment les différents facteurs de transcription nécessaire à la formation des champs optiques comme Six3, Rx1 et Pax6, mais n'expriment aucun gènes neurogéniques ou proneuraux. De plus, certains gènes ont été décrits comme spécifiquement exprimés dans la zone des cellules souches comme les composants de la voie de signalisation Hedgehog, Gli2, Gli3 et Smoothened (Perron et al. 2003) ou plus récemment le gène Hes4 qui a été utilisé pour suivre l'origine de ces cellules durant la rétinogenèse embryonnaire (El Yakoubi et al., 2012). J'ai choisi de décrire plus en détails l'ensemble de ces marqueurs dans la partie 3.1 de ce chapitre. Les cellules souches rétiniennes prolifèrent lentement (Xue & Harris, 2012) et sont multipotentes puisqu'elles peuvent produire tous les types cellulaires neuraux et non-neuraux de la rétine. Les progéniteurs en prolifération de la deuxième zone expriment des gènes neurogéniques comme Notch1, Delta1, ESR1, et ESR3 responsable de la détermination neuronale aussi bien que des gènes proneuraux comme Ascl1. Ces cellules prolifèrent plus rapidement et leurs descendances expriment d'autres gènes proneuraux comme Ath3, Atoh7, NeuroD, Otx2 et MyT1 impliqués dans la détermination d'un type cellulaire particulier. Atoh7 est par exemple essentiel à la détermination des cellules ganglionnaires alors que Neuro D est impliqué dans celle des cellules amacrines. Les cellules de la dernière zone sortent du cycle cellulaire avant de débuter leur différenciation et de s'intégrer aux différentes couches de la rétine neurale (Perron et al. 1998). La ZMC des poissons possède une organisation similaire à celle des amphibiens bien que leurs activités ne soient pas complètement identiques  (P. F. Hitchcock & Raymond, 1992). Chez cette espèce, tous les types de neurones rétiniens sont ajoutés à partir de la ZMC à l'exception des bâtonnets, un sous-type de photorécepteurs. Ces derniers sont en effet continuellement générés à partir des cellules gliales de Müller localisées dans la rétine centrale (Bernardos et al. 2007). En contexte physiologique, la rétine des poissons contient donc deux niches, l'une formée  
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Figure 8: Représentation schématique de la partie périphérique de la rétine neurale et du corps ciliaire chez 
les primates. Le schéma montre la structure de la partie la plus antérieure de la rétine périphérique en contact avec le corps ciliaire chez le singe. Les deux tissus sont délimités par l'ora serrata. D'après (Martínez-Navarrete et al. 2008).  
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par les cellules souches à la périphérie de la ZMC et l'autre par une sous-population de cellules de Müller possédant un cycle cellulaire très lent au sein de la rétine neurale.  
2) Les cellules souches rétiniennes adultes dans l'œil des mammifères 
 La recherche d'une structure similaire à la ZMC chez d'autres vertébrés, comme les oiseaux ou encore les mammifères a fait l'objet de nombreuses études afin de comprendre l'évolution de cette structure et son implication potentielle dans le support de la neurogenèse adulte. En 2000, une région comparable à une ZMC a été identifiée dans la rétine après éclosion chez le poulet (Fischer & Reh, 2000). Les auteurs de cette étude ont montré que cette zone contient des progéniteurs capables de générer des neurones rétiniens jusqu'à trois semaines après l'éclosion. Cette activité proliférative est donc seulement transitoire par rapport aux cellules de la ZMC des poissons et des amphibiens mais aussi très limitée puisque ces progéniteurs ne peuvent donner que des cellules amacrines et bipolaires (Fischer & Reh, 2000). Des recherches similaires ont également été menées chez les mammifères mais aucune ZMC comparable n'a pu être clairement identifiée chez la souris. Cependant, une situation similaire à celle observée chez les oiseaux a été décrite chez les nouveaux nés de marsupiaux âgés de quelques semaines (Kubota et al., 2002). Bien que l'activité proliférative de ces cellules se limite à quelques cellules en mitose, ce résultat suggère que ces mammifères partagent certaines similarités avec les oiseaux, les poissons et les amphibiens. La rétine de jeunes primates semble également contenir une zone de type "ZMC" (Fischer, Hendrickson, & Reh, 2001)(Bhatia et al., 2010). L'analyse structurale de la zone périphérique non laminaire de la rétine des primates a permis d'identifier des photorécepteurs possédant différentes morphologies caractéristiques de l'avancée de leur différenciation suggérant la présence de cellules souches et/ou de progéniteurs dans cette région (Martínez-Navarrete et al., 2008). De plus, cette étude a également montré la présence de cellules exprimant différents marqueurs de progéniteurs rétiniens localisées dans le pars plana du corps ciliaire ainsi que dans la zone marginale à la périphérie de la rétine de primates mais aussi chez l'humain (Figure 8)(Martínez-Navarrete et al., 2008). Une autre donnée essentielle qui suggère l'existence d'une ZMC chez les mammifères a été apportée grâce à l'observation de cellules progénitrices persistantes dans la rétine de souris hétérozygotes pour le récepteur de la voie Hedgehog plusieurs mois après la naissance (Moshiri & Reh, 2004). Cette activation constitutive de la voie Hedgehog permet donc de révéler une zone de prolifération transitoire à la périphérie de la rétine ressemblant fortement à une ZMC. 
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Figure 9: Le corps ciliaire dans l'œil de souris adulte. (En haut) Schéma d'une coupe transversale d'un œil adulte de rongeur indiquant la localisation du corps ciliaire (en rouge). (En bas) Structure du corps ciliaire et de la rétine neurale. D'après (Wohl, Schmeer, & Isenmann, 2012). 
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L'ensemble de ces données, bien qu'encore controversées, suggèrent donc qu'une population de cellules souches est bien présente au sein de la rétine périphérique des mammifères, y compris chez l'homme. Ces différentes études réalisées chez plusieurs espèces semblent indiquer que l'activité de la ZMC s'est progressivement réduite au cours de l'évolution (Perron & Harris, 2000)(Kubota et al., 2002).  
2.1 Le corps ciliaire des mammifères  Le corps ciliaire de la rétine des mammifères, situé entre l'iris et la rétine neurale, semble être une autre région pouvant contenir une population de cellules souches rétiniennes (Figure 9). En 2000, deux équipes indépendantes ont  démontré la présence de cellules, dans la partie pigmentée du corps ciliaire, capables de proliférer in vitro et de générer des neurosphères primaires et secondaires, montrant leur capacité d'auto-renouvellement (Ahmad et al., 2000)(Tropepe, 2000). En culture, ces cellules expriment des gènes tels que la Nestine, Chx10, Rx ou encore Pax6 correspondant à un état de cellules neurales "immatures". Après plusieurs jours de culture et en condition de différenciation, elles expriment des marqueurs de neurones rétiniens ainsi que des marqueurs de cellules gliales de Müller, preuve de leur caractère multipotent (Tropepe, 2000)(Das et al., 2005)(Lord-Grignon et al., 2006)(Ahmad et al., 2004). En plus des neurones rétiniens, ces cellules sont aussi capables de générer des cellules de l'EPR (Aruta et al., 2011)(Vossmerbaeumer et al., 2008) et peuvent produire in vitro des photorécepteurs fonctionnels après manipulation génétique (Akagi et al., 2004)(Haruta et al., 2001)(Del Debbio et al., 2013)(Demontis et al., 2012). Malgré les capacités de ces cellules in 
vitro, leur identité de cellules souches est controversée. Récemment, une équipe a montré que les neurosphères obtenues après la mise en culture de l'épithélium ciliaire correspondaient à des cellules épithéliales pigmentées capable de se reprogrammer in vitro plutôt qu'à de véritables cellules souches (Cicero et al., 2009). En effet, toutes les cellules obtenues possèdent des caractéristiques moléculaires, cellulaires et morphologiques de cellules épithéliales différenciées.  Une deuxième étude a également apporté des arguments contre l'identité souche de ces cellules. Bien qu'elles perdent leur pigmentation en culture, qu'elles prolifèrent activement et qu'elles expriment différents marqueurs de progéniteurs, elles continuent également d'exprimer les marqueurs de différenciation spécifiques de l'épithélium ciliaire   
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pigmenté (Gualdoni et al., 2010). De plus, leur différenciation en neurones rétiniens ne se fait pas de façon complète puisque ces cellules n'acquièrent jamais une morphologie caractéristique des cellules neurales (Gualdoni et al., 2010). L'identité de ces cellules n'est donc pas encore complètement déterminée. Plus récemment, des travaux ont réussi à mieux caractériser ces cellules permettant ainsi de les isoler en fonction de plusieurs critères: leur taille, leur pigmentation, leur faible expression de la P-cadhérine et au contraire leur forte expression du gène Pax6 (Ballios et al., 2012)(Demontis et al., 2012)(Tomoyuki Inoue, 2010). L'enrichissement des cultures basées sur ces critères permet ainsi d'augmenter l'efficacité des cellules à former des neurosphères (Demontis et al., 2012). De plus, ces cellules présentent également une plus grande efficacité à exprimer des marqueurs de photorécepteurs mâtures après addition de facteurs dans leur milieu de culture. Enfin, après une longue période de culture, les auteurs montrent que ces cellules adoptent une morphologie similaire aux cellules provenant de cultures primaires de progéniteurs de photorécepteurs (Ballios et al., 2012)(Demontis et al., 2012). L'ensemble de ces résultats montre donc que malgré l'identité controversée de ces cellules, elles possèdent des propriétés similaires aux cellules souches in vitro, apportant ainsi un espoir important dans le développement de stratégies pouvant initier les processus de régénération dans la rétine des mammifères.  
2.2 Les autres sources de cellules souches dans l'œil des mammifères  
Les cellules de l'iris  Chez les rongeurs, d'autres sources de cellules souches potentielles ont été identifiées au sein de l'iris. Les cellules épithéliales de l'iris des amphibiens (Eguchi 1986), des oiseaux (Sun et al., 2006) mais aussi des rongeurs (Asami et al., 2007)(Haruta et al., 2001) ont été montrées comme possédant des caractéristiques de cellules souches en culture. Chez la souris et le rat, l'isolation de cellules de l'iris, quelques jours après la naissance ou même chez l'adulte, permet d'obtenir des cellules multipotentes présentant toutes les caractéristiques des cellules souches (Asami et al., 2007). Plus récemment, une étude a confirmé ces données en montrant que les cellules pigmentées de l'iris chez le porc étaient capables de former des neurosphères, d'exprimer des marqueurs de progéniteurs et pouvaient se différencier en neurones et cellules gliales (MacNeil et al., 2007).   
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De plus, comme les cellules du corps ciliaire, la manipulation génétique de ces cellules permet d'activer leur différenciation en photorécepteurs (Akagi 2005). Les cellules de l'iris sont donc une source intéressante de cellules progénitrices facilement accessibles par des techniques chirurgicales peu invasives.  
Les cellules de Müller  La deuxième source de cellules souches potentielles sont les cellules de Müller. Ces cellules sont les principales cellules gliales de la rétine des vertébrés. Elles ne possèdent pas de rôle dans la transmission du signal visuel mais du fait de leur disposition radiale, de part et d'autre de la rétine neurale, elles jouent un rôle essentiel dans l'homéostasie rétinienne. Elles semblent également posséder des propriétés neurogéniques bien qu'elles restent dormantes chez les individus sains (Das et al., 2006). En réponse à une lésion, les cellules de Müller des rongeurs sont capables de s'activer, proliférer et générer des précurseurs rétiniens (Dyer & Cepko 2000)(Mike O Karl et al., 2008)(Ooto et al., 2004). Les caractéristiques de ces cellules seront donc décrites plus en détails dans la partie "régénération" de ce chapitre (partie 2.5). Une sous-population de cellules de Müller possédant des caractéristiques de cellules souches a également été identifiée dans la rétine humaine (Lawrence et al., 2007)(Limb & Lawrence 2005).   
3) Caractérisation moléculaire et cellulaire des cellules souches de la 
rétine adulte  
3.1 Les marqueurs des cellules souches de la ZMC  La première difficulté majeure dans l'identification des cellules souches est le manque de marqueurs spécifiques de cette population cellulaire. L'obtention d'un nombre suffisant de gènes spécifiquement exprimés dans les cellules souches rétiniennes pourraient permettre de les identifier in vivo et de les différencier facilement au sein d'une population hétérogène de cellules en prolifération. Pour cela, la ZMC des poissons et des amphibiens est un excellent outil puisque la population de cellules souches est confinée à la périphérie de la ZMC (Figure 7). Les premiers marqueurs décrits comme étant spécifiquement exprimés dans les cellules souches de la rétine chez le xénope sont les composants de la voie de signalisation Hedgehog: Gli2, Gli3 et 
Smoothened (Perron et al. 2003). Le gène Gli3 présente le même patron d'expression dans la rétine post-embryonnaire chez le poulet (Moshiri et al., 2005). Le ligand ainsi que des effecteurs 
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Figure 10: Tableau récapitulatif des 18 marqueurs de cellules souches rétiniennes identifiés chez le xénope. L'ensemble de ces gènes présente une expression restreinte à la périphérie de la ZMC. D'après (Parain et al., 2012).      
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de la voie de signalisation Notch, comme Her6, (l'orthologue de Hes1 chez les mammifères) s'expriment aussi dans la région la plus périphérique de la ZMC chez le poisson (Raymond et al., 2006). Cette situation n'est pas identique chez le xénope puisque les composants de la voie Notch, comme Notch et Delta sont exprimés plus centralement au sein de la ZMC (Perron et al., 1998). Plus récemment, les homologues des gènes Hes1 et Hes4 chez le xénope ont été décrits comme des marqueurs spécifiques des cellules souches rétiniennes (El Yakoubi et al., 2012). Afin d'obtenir un nombre significatif de marqueurs de cellules souches, mon équipe d'accueil à utilisé la rétine du xénope dans le but de réaliser un crible à grande échelle auquel j'ai pu participer (Parain et al., 2012) (voir annexes). Ce travail consiste à cribler une banque d'ADNc, extraits de têtes entières et de rétines embryonnaires, par hybridation in situ en sélectionnant uniquement les gènes exprimés dans la première zone de la ZMC. Ce projet a permis d'identifier 18 marqueurs de cellules souches possédant une expression restreinte à la périphérie de la ZMC (Figure 10). De façon intéressante, le gène Hes4 a été retrouvé parmi les gènes identifiés. Les autres marqueurs codent principalement pour des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, du métabolisme, ou encore de la transduction de signaux (Parain et al., 2012). La ZMC du poisson a également été utilisée dans des cribles génétiques ayant pour but d'identifier des mutants chez lesquels la maintenance des cellules souches de la rétine post-embryonnaire est affectée (Wehman et al., 2005). Cette étude a permis d'identifier 18 mutants ne présentant aucun défaut durant le développement embryonnaire mais incapable d'assurer la croissance de la rétine post-embryonnaire. Bien que plusieurs gènes soient connus dans la littérature pour jouer à la fois un rôle dans la régulation des cellules souches embryonnaire et post-embryonnaire (Casarosa et al., 2005), ce résultat suggère qu'il existe aussi une régulation spécifique de ces cellules durant le développement post-embryonnaire (Wehman et al., 2005).    
3.2 Propriétés des cellules souches de la rétine post-embryonnaire  Le contrôle de la balance prolifération/différenciation des cellules souches rétiniennes ayant une activité proliférative constante comme celles des poissons ou des amphibiens est essentiel à l'homéostasie du tissu durant le développement post-embryonnaire. Pour cela, le contrôle de la cinétique du cycle cellulaire de ces cellules est un élément clé. Ces dernières années, quelques travaux ont commencé à décrire les caractéristiques particulières du cycle cellulaire des cellules  
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Figure 11: Propriétés des cellules souches de la ZMC. (A) Coupe transversale de rétine de têtard au stade 45 sur laquelle un marquage EdU a été réalisé  (en rouge) après une incorporation de 5h. Les noyaux sont marqués au Hoechst (en bleu). Un marquage non-spécifique est observé au niveau du cristallin. (B) Agrandissement de la zone délimitée en A montrant la ZMC. Les cellules souches localisées dans la région la plus périphérique de la ZMC restent EdU(-) en raison de leur cycle cellulaire plus lent (flèche blanche). (C) Représentation schématique de la ZMC montrée en B. D'après (Hidalgo et al. 2014).   
 
 
Figure 12: Modèle de l'ontogenèse des cellules souches de la ZMC chez le xénope. Modèle hypothétique de l'origine des cellules souches de la rétine post-embryonnaire chez le xénope. Ce schéma retrace l'expression dynamique du gène Hes4 au cours de la rétinogenèse. Ce gène présente une expression bien particulière dans la région dorsale de la vésicule optique localisée à la frontière entre la future rétine neurale et l'EPR présomptif (délimitée en rouge). Ce résultat suggère que les cellules souches de la ZMC proviennent d'une population de cellules située dans cette zone au stade vésicule optique. D'après (El Yakoubi et al., 2012).   
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souches de la rétine chez le xénope ainsi que les différents facteurs impliqués dans leur régulation. Des expériences d'incorporation d'EdU, un analogue de la thymidine capable de s'incorporer durant la phase S du cycle cellulaire, montrent qu'une partie des cellules souches de la rétine possèdent un cycle cellulaire plus long que celui des progéniteurs (Xue & Harris, 2012). En effet, ces cellules se caractérisent par une absence de marquage au sein de la ZMC après un court pulse d'EdU (Figure 11). De la même façon, mon équipe a montré que les cellules situées dans la région charnière entre l'EPR présomptif et la rétine neurale de la vésicule optique, décrite comme contenant les futures cellules souches de la ZMC, possèdent un cycle cellulaire d'une longueur plus importante que les cellules progénitrices avoisinantes (Figure 12)(El Yakoubi et al., 2012). Les cellules de cette région de la vésicule optique expriment un certain nombre de marqueurs exprimés plus tard à l'extrême périphérie de la ZMC. Parmi ces gènes, 
hes4 semble être un régulateur essentiel du cycle cellulaire, nécessaire pour maintenir les cellules souches en prolifération lente. Les mécanismes impliqués dans cette régulation du cycle cellulaire ne sont pas encore connus mais cet allongement du cycle semble être essentiellement dû à une augmentation de la longueur de la phases G1 (El Yakoubi et al., 2012).   
4) Les mécanismes impliqués dans la maintenance et la prolifération 
des cellules souches rétiniennes adultes  L'identification des différentes sources de cellules souches dans l'œil des vertébrés a suscité de nombreuses recherches dans le but de décrire la signature moléculaire de ces cellules, la composition de leur niche biologique ainsi que les signaux moléculaires responsables de leur maintenance et de leur activité. Comme décrit précédemment, la ZMC des amphibiens et des poissons est un excellent modèle dans le but d'étudier in vivo les mécanismes qui contrôlent la prolifération et la maintenance de ces cellules. Dans ces modèles, plusieurs études suggèrent que les voies de signalisation clés comme les voies Wnt, Hedgehog ou encore la voie Notch pourraient être impliquées dans la régulation de l'activité des cellules souches de la rétine post-embryonnaire (Toshihiro Inoue et al., 2006)(Bhattacharya et al. 2007).  
4.1 Les facteurs de croissance  Plusieurs études suggèrent que l'activité proliférative inexistante des cellules souches et progénitrices de la rétine des mammifères pourrait être en partie due à un manque de    
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facteurs dans leur environnement. Ainsi, des chercheurs ont émis l'hypothèse que l'addition de facteurs de croissance extracellulaires pourrait augmenter la prolifération de ces cellules dans la rétine des mammifères ou des oiseaux. Dans la ZMC du poussin, une injection intra-oculaire d'IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) ou d'EGF (Epidermal Growth Factor) augmente la prolifération des progéniteurs (Fischer & Reh, 2000). Les effets stimulants de l'IGF sur la prolifération ont également été observés chez les poissons (Hitchcock, 1998)(Otteson & Hitchcock, 2003). Les progéniteurs de la ZMC chez les oiseaux ont une capacité de différenciation beaucoup plus limitée puisqu'ils ne peuvent pas donner de cellules ganglionnaires ou de photorécepteurs (Fischer & Reh, 2000). Dans ce contexte, l'application combinée de FGF2 et d'insuline peut induire une différenciation en cellules ganglionnaires (Fischer, Dierks, & Reh, 2002). Ce résultat suggère qu'en plus de la prolifération, la capacité de différenciation de ces progéniteurs peut être modulée par l'application de différents facteurs de croissance exogènes. La double injection intraoculaire d'IGF1 et d'insuline induit aussi la prolifération des cellules de l'épithélium ciliaire des mammifères in vivo (Das et al., 2004)(X. Zhao et al., 2005)(Abdouh & Bernier, 2006). Cette stimulation entraîne une nouvelle acquisition des caractéristiques embryonnaires comme l'expression de la Nestine et des marqueurs de prolifération comme la cycline D1 et Ki67 dans une petite population de cellules épithéliales (Abdouh & Bernier, 2006). Dans cette étude, l'effet sur la prolifération cellulaire par les facteurs de croissance se fait de façon dose dépendante mais aucune migration ni différenciation de ces cellules n'a été observée.  
4.2 La voie de signalisation Hedgehog  La voie de signalisation Hedgehog, bien connue pour jouer un rôle essentiel dans le développement neural, a été identifiée dans plusieurs études comme étant impliquée dans le contrôle de la prolifération des cellules souches et des progéniteurs rétiniens. En effet, l'activation de la voie par injection d'ARNm Shh (Sonic Hedgehog) durant les premiers stades du développement embryonnaire chez le xénope stimule la prolifération des cellules de la ZMC (Locker et al., 2006). Au contraire, l'application de cyclopamine, un agent pharmacologique inhibiteur de la voie Hedgehog, durant le développement embryonnaire précoce provoque des effets opposés sur la prolifération des cellules souches et des progéniteurs rétiniens (Locker et al., 2006). De la même façon, des injections intra-oculaires de la protéine Shh augmentent la prolifération de la ZMC chez le poussin (Moshiri et al., 2005). Un rôle similaire de la voie de   
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signalisation Hedgehog in vivo a également été montré chez les mammifères puisque comme décrit précédemment, les souris hétérozygotes pour le récepteur de la voie, Ptc (Patched), dans lesquelles la voie Hedgehog est constitutivement active, montrent une persistance des progéniteurs dans la région périphérique de la rétine jusqu'à plusieurs mois après la naissance (Moshiri & Reh, 2004). 
4.3 La voie de signalisation Wnt  La voie Wnt est une cascade de signalisation impliquée dans le contrôle d'une grande quantité de processus développementaux. Plus récemment, son rôle  dans le contrôle de la balance prolifération/différenciation des cellules souches de différents tissus a été particulièrement étudié. Concernant l'œil, la voie de signalisation Wnt est active à la périphérie de la rétine, incluant la ZMC chez plusieurs espèces. Par exemple, l'utilisation de souris transgéniques rapportrices de l'activité Wnt, montre une expression du gène rapporteur à la périphérie de la rétine (Hong Liu et al. 2003). Un résultat similaire a également été observé chez le poisson (Dorsky, Sheldahl, & Moon, 2002) et le poulet (Cho & Cepko, 2006). Parmi les gènes Wnt exprimés dans la rétine, Wnt2b semble être un candidat intéressant dans le contrôle de l'activité des cellules souches et des progéniteurs rétiniens. Chez la souris et le poulet, Wnt2b présente un patron d'expression très similaire à celui de l'expression de la construction rapportrice de l'activité Wnt (Hong Liu et al., 2003). De plus, la surexpression de Wnt2b inhibe la différenciation neuronale et maintient l'état indifférencié des progéniteurs rétiniens. Au contraire, la perte de fonction de Wnt2b inhibe la prolifération cellulaire de la ZMC et entraîne une différenciation neuronale prématurée (Kubo, 2003)(Kubo, Takeichi, & Nakagawa, 2005). Wnt3a a aussi été montré comme un régulateur capable d'augmenter la prolifération des cellules du corps ciliaire de mammifères in vitro (Toshihiro Inoue et al., 2006). De plus, la surexpression de Wnt3a dans ces cellules en culture augmente le nombre de cellules dans les neurosphères primaires mais aussi dans les neurosphères secondaires. L'activation de la voie Wnt régule donc positivement la prolifération et l'auto-renouvellement des cellules souches in vitro (Toshihiro Inoue et al., 2006). 
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Figure 13: Régénération de la rétine via la trans-différenciation de l'EPR chez le xénope. Après une ablation partielle de la rétine (B-C), une sous-population de cellules de l'EPR se détache de la membrane de Bruch, exprime le facteur Pax6 (en rouge) et migre afin de former un nouvel épithélium (D). Les cellules de l'EPR fixées à la membrane vasculaire prolifèrent et se trans-différencient en précurseurs neuraux. La prolifération de ces cellules permet la régénération entière de la rétine et les cellules toujours attachées à la membrane de Bruch reforment un épithélium pigmenté (E). D'après (Hidalgo et al. 2014).            
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4.4 La voie de signalisation Notch  La voie de signalisation Notch a principalement été étudiée au cours du développement embryonnaire, mais quelques travaux semblent indiquer que cette voie est également impliquée dans la régulation des cellules souches et des progéniteurs de la rétine adulte. La mise en culture de cellules de l'épithélium ciliaire provenant de souris transgéniques, dans lesquelles l'activité de la voie Notch est inhibée, forme beaucoup moins de neurosphères par rapport au culture de cellules épithéliales sauvages (Alexson et al. 2006).   
 
5) Les processus de régénération dans la rétine  
5.1 Chez les amphibiens  La régénération de la rétine est une problématique très étudiée depuis de nombreuses années chez une grande variété d'espèces d'animales, en particulier chez les amphibiens qui possèdent des capacités de régénération exceptionnelles (Hidalgo et al. 2014)(Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003). Les amphibiens urodèles ont été les premiers organismes modèles utilisés dans ce domaine. Les tritons ou les salamandres possèdent la capacité de régénérer leur rétine après une ablation totale, y compris chez l'adulte (Mitashov, 1997)(Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003)(Fort & Araki, 2007). Plus tard, le xénope, déjà très étudié en biologie du développement, devient également un modèle de choix dans l'étude des processus de régénération bien que ses capacités ne soient pas aussi importantes que celles des urodèles. Chez le têtard, la rétine est capable de régénérer après une ablation chirurgical des 2/3 de l'œil (Ide et al. 1984)(Ide et al., 1987). Cependant, il avait été montré que ce potentiel tendait à disparaître après l'étape de métamorphose (Hitchcock et al., 2004). Cette notion a été remise en question quelques années plus tard par une équipe japonaise en montrant que la rétine neurale d'un xénope mâture âgé de 3 à 9 mois après la métamorphose était capable de régénérer après une ablation chirurgicale différente (Yoshii et al., 2007). Une question majeure des recherches sur cette problématique a donc été d'identifier les différentes sources de cellules à l'origine de cette régénération. La majeur partie de la rétine nouvellement formée semble provenir des cellules de l'EPR chez le xénope comme chez les urodèles (Yoshii et al., 2007)(Fort & Araki, 2007)(Henry et al. 2008). Ce processus de régénération est possible grâce à la trans-différenciation d'une sous-population de cellules de l'EPR qui aboutît à une entrée de ces cellules  
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Figure 14: Les principales sources cellulaires à l'origine de la régénération de la rétine chez différentes 
espèces. Selon les espèces, il exite trois sources principales de cellules pouvant participer à la régénération de la rétine en cas de lésion: les cellules de Müller, les cellules de l'EPR et les cellules de la ZMC. D'après (M O Karl & Reh, 2010).   
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dans le cycle cellulaire, une perte de leur pigmentation et la formation d'une nouvelle couche cellulaire (Figure 13)(Araki, 2007)(Reh, 1991). Les cellules de cette nouvelle couche continuent de proliférer et peuvent générer une rétine complète possédant une structure et une lamination correcte. Plus récemment, des études ont réussi à reformer la structure d'une rétine in vitro en utilisant du tissu de l'EPR chez le xénope (Kuriyama et al., 2009)(Nabeshima et al., 2013). Malgré l'importance de ce mécanisme de trans-différenciation des cellules de l'EPR dans la régénération de la rétine chez les amphibiens, plusieurs études montrent que les cellules souches et les progéniteurs de la ZMC participent également à ces processus (Yoshii et al., 2007)(Hidalgo et al.2014)(Hitchcock et al., 2004). Des études utilisant des modèles dépourvus d'un type cellulaire rétinien donné montrent que les cellules de la ZMC sont capables d'augmenter leur différenciation en un type cellulaire afin de remplacer les neurones détruits (Negishi, Teranishi, & Kato, 1982)(Reh, 1987)(Reh & Tully, 1986). Ainsi, l'ensemble des amphibiens possède la capacité de régénérer leur rétine mais par des processus de régénération et grâce à l'utilisation de types cellulaires différents. Cette conclusion est également vraie au sein même du genre des anoures entre les différentes espèces de xénope. En effet, alors que la transdifférenciation des cellules de l'EPR semble jouer un rôle majeur chez l'espèce Xenopus laevis, de récents travaux réalisés chez Xenopus tropicalis montrent que la rétine de cette espèce régénère principalement grâce à l'activité des cellules de la ZMC (Miyake & Araki, 2014).  
 
5.2 Chez les poissons  Les poissons ont également la capacité de produire de nouvelles cellules rétiniennes après une dégénérescence mais en utilisant des mécanismes différents de ceux décrits précédemment. Chez ces espèces, plusieurs études montrent que les cellules gliales de Müller, contrairement aux cellules de l'EPR, jouent un rôle essentiel dans les processus de régénération (Figure 14) (Bernardos et al., 2007)(Fausett & Goldman, 2006)(Raymond et al., 2006). Ainsi, contrairement aux amphibiens, les poissons ne sont pas capables de régénérer leur rétine après une ablation complète même en présence de l'EPR. Les cellules de Müller sont également connues pour garder une activité proliférative dans la rétine non lésée durant le développement post-embryonnaire (Bernardos et al., 2007). Dans ce cas, la descendance de ces cellules est exclusivement composée de bâtonnets. Cependant, en réponse à une multitude de lésions, ces cellules sont capables de produire l'ensemble des types cellulaires neuraux de la rétine en plus des bâtonnets (Bernardos et al., 2007)(Fimbel et al., 2007)(Ramachandran, Zhao, 2013)(Wu et al., 2001). Enfin, comme chez les amphibiens,  
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certains travaux montrent que la ZMC des poissons semble également participer aux processus de régénération. La population de cônes située à la périphérie de la rétine régénère à partir des cellules de la ZMC après une lésion provoquée par des substances neurotoxiques (Stenkamp et al., 2001). 
5.3 Chez les mammifères  Bien qu'il n'existe pas de phénomène de régénération à proprement parlé chez les mammifères adultes, certaines études suggèrent qu'une "amorce" de processus régénératifs peut avoir lieu à partir des différentes sources de cellules souches potentielles décrites précédemment. Une réponse régénérative à partir des cellules de Müller existe chez les mammifères mais reste très limitée (Figure 14)(Goldman, 2014). Ces cellules se réactivent suite à une lésion et deviennent hypertrophiques (Bringmann et al., 2009). Elles jouent alors un rôle de protection et préservent les tissus en libérant des antioxydants et des facteurs neurotrophiques. L'utilisation d'agents pharmacologiques permettant de détruire les cellules ganglionnaires, bipolaires ou les photorécepteurs peut induire la prolifération d'une faible sous-population de cellules de Müller et conduire à un processus de régénération mais ces événements restent relativement rares (Ooto et al., 2004)(Wan et al., 2008). Des études réalisées in vitro montrent tout de même que ces cellules sont capables de générer des neurones dans des conditions de culture particulières (Das et al., 2006)(Lawrence et al., 2007)(Singhal et al., 2012). In vivo, la surexpression de signaux mitogènes semble augmenter la prolifération des cellules de Müller et la régénération de la rétine des mammifères après une lésion (M O Karl & Reh, 2010)(Ooto et al., 2004)(Osakada et al., 2007)(Takeda et al., 2008)(Wan et al. 2007)(Pollak et al., 2013). L'injection d'EGF semble être la méthode la plus efficace pour augmenter le nombre de cellules de Müller marquées au BrdU chez le rat adulte suite à une destruction des photorécepteurs (Close et al. 2006). Concernant la région périphérique de la rétine, des études ont observé qu'une sous population de cellules de la zone marginale des mammifères exprime des marqueurs neuronaux après une lésion (Jian et al., 2009) Ainsi, il a été montré que la destruction des cellules ganglionnaires dans la rétine de souris par ischémie conduisait à la prolifération des cellules du corps ciliaire et à l'expression de marqueurs neuronaux (Nickerson et al., 2007). Bien que l'efficacité de l'ensemble des processus de régénération retrouvés chez les mammifères est très loin de celle décrite chez les poissons et les amphibiens, ces données suggèrent quand même qu'un certain potentiel régénératif persiste chez les mammifères.     
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3. CONCLUSION 
 L'existence de populations de cellules capables de présenter des propriétés de cellules souches 
in vitro ou in vivo dans des contextes pathologiques en présence de facteurs exogènes chez les mammifères, y compris chez l'homme offre de réels espoirs de "régénération endogène". La caractérisation moléculaire de ces cellules représente donc un intérêt majeur dans le but de comprendre les mécanismes responsables de leur quiescence in vivo et de leur potentiel de réactivation. Pour cela, la ZMC des poissons et des amphibiens qui contient une population de cellules souches actives, représente un excellent modèle dans l'étude des mécanismes de régulation de ces cellules. Depuis plusieurs années, mon équipe d'accueil s'intéresse aux différentes voies de signalisation impliquées dans le maintien et la prolifération de ces cellules comme les voie Wnt et Hedgehog. Ainsi, la découverte récente d'une nouvelle voie de signalisation nommée "Hippo", impliquée dans la prolifération et la survie des cellules, a offert une nouvelle perspective de recherche dans ce domaine.   
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Figure 15: Phénotype des clones homozygotes mutants pour Wts chez la drosophile. La délétion de Wts dans les tissus mutants provoque la formation d'excroissances à la surface de l'ensemble du corps chez la drosophile. Les clones Wts-/- ont été obtenus par recombinaison mitotique. (a) Clones obtenus au niveau de l'aile (b) et de la patte. (c) Agrandissement du tissu mutant au niveau de la patte. (d) Certains clones à la surface de l'épithélium de la patte montrent une forme très arrondie inhabituelle ressemblant à une verrue. D'après (Justice et al., 1995).    
 
Figure 16: Phénotypes mutants des différents membres de la voie Hippo. En comparaison avec une mouche contrôle (a), les têtes des mouches chez lesquelles une partie du tissu de la tête et des yeux est hétérozygote mutant pour le gène (b) Hpo, (c) Wts et (d) Sav présentent une taille surdimensionnée. Les cellules mutantes sont générées par une technique de mosaïcisme qui induit la mort des cellules normales par la présence d'une mutation létale (+/+). Cette technique permet de marquer les cellules mutées en blanc alors que les cellules hétérozygotes ont une couleur orangée. On remarque ainsi que chez les yeux des mutants Hpo, Wts et Sav sont presque exclusivement composés de cellules homozygotes mutantes (95%) alors que les yeux des mouches contrôles possèdent environs 50% de cellules hétérozygotes. D'après (Madhuri Kango-Singh & Singh, 2009).   
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CHAPITRE II : LA VOIE DE SIGNALISATION HIPPO  
1. LA VOIE DE SIGNALISATION HIPPO  
1) Découverte de la voie Hippo chez la drosophile  Dans les années 1990, les principaux composants de la voie de signalisation Hippo ont été découverts chez la drosophile par la réalisation de cribles génétiques visant à identifier de nouveaux gènes « suppresseurs de tumeurs » responsable de la régulation de la croissance sans modification du « patterning » des organes. Ainsi, le premier composant de la voie identifié fut la protéine kinase de la famille NDR (Nuclear Dbf2-Related) WTS (Warts) (Justice et al., 1995)(Xu et al., 1995). L’induction de tissus mosaïques composés de cellules mutantes pour le gène Wts montrent que ces cellules grossissent anormalement et forment chez l’adulte des sortes de verrues ("warts" en anglais)(Figure 15). Malgré l’effet drastique du phénotype obtenu en perte de fonction, Wts ne semble pas affecter l’organisation tissulaire. C’est seulement en 2002 que le second composant de la voie, une protéine de soutien, SAV (Salvador), fut identifié (Tapon et al., 2002)(M. Kango-Singh, 2002). La perte de fonction de Sav induit un phénotype similaire à celui observé chez le mutant Wts. La réalisation d’autres cribles utilisant la même stratégie a ensuite permis d’identifier la kinase HPO (Hippo) qui appartient à la famille des Sterile 20-like kinases (Harvey, Pfleger, & Hariharan, 2003)(Wu et al., 2003)(Udan et al., 2003)(Pantalacci, Tapon, & Léopold, 2003)(Jia et al., 2003) ainsi que la protéine adaptatrice MATS (Mobs-As-Tumor-Supressor)(Lai et al., 2005)(Harvey & Tapon, 2007). Ainsi, contrairement aux voies de signalisation bien connues en biologie du développement comme les voies Wnt, Hedgehog, Notch ou FGF, nommées en fonction de leur ligand ou de leur récepteur, la voie Hippo porte le nom d'une kinase qui transduit le signal intracellulaire. Le nom "Hippo", faisant référence aux hippopotames, récapitule bien l'ensemble des phénotypes d'excès de croissance obtenus après une perte de fonction de ces différents composants (Figure 16). Les quatre facteurs constituant le noyau central de la voie de signalisation Hippo sont alors découverts et la ressemblance des phénotypes obtenus lors de la perte de fonction de ces gènes conduisent les chercheurs à l’idée que ces gènes pourraient faire partie d’une même voie de signalisation.   
52  
 
Figure 17: Schéma représentatif des interactions clés entre les composants du cœur de la voie Hippo. Les abréviations utilisées sont S_TKc: domaine sérine/thréonine kinase; SARAH: Sav/Rassf1/Hippo; WW: domaine contenant deux résidus tryptophane conservés. D'après (Chen, Loh, & Song, 2010).    
 
Figure 18: La surexpression de Yki provoque un phénotype d'excès de croissance dans les disques imaginaux 
d'aile chez la drosophile. (A gauche) Comparaison d'un disque imaginal d'aile de drosophile sauvage (à gauche) à un disque imaginal chez lequel le gène Yki a été surexprimé (à droite). D'après (Pan, 2010a). (A droite) Schéma simplifié du cœur de la voie de signalisation Hippo chez la drosophile. Adapté de (Zhao, Lei, & Guan, 2009).   
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Plus tard, des études biochimiques ont ensuite confirmé que ces quatre suppresseurs de tumeurs appartiennent bien à une même cascade de kinases dans laquelle le complexe HPO-SAV phosphoryle et active le deuxième complexe formé des protéines WTS et MATS (Wu et al., 2003)(Wei, Shimizu, & Lai, 2007). Les protéines adaptatrices SAV et MATS régulent l’activité de la cascade centrale de la voie Hippo. SAV interagit directement avec HPO via son domaine C-terminal appelé SARAH domain (Sav/RASSF/Hpo) et peut également lier la protéine WTS en se fixant à son motif riche en résidus proline (PPXY) via son domaine WW (Figure 17)(Wu et al., 2003)(Udan et al., 2003)(Pantalacci et al., 2003)(Jia et al., 2003)(Harvey et al., 2003)(Scheel & Hofmann, 2003). SAV, également phosphorylé par Hpo, permet de potentialiser la phosphorylation de WTS par HPO lors de l’activation de la cascade (Wu et al., 2003)(Pantalacci et al., 2003). De façon similaire, MATS interagit avec WTS et potentialise son activité kinase (Lai et al., 2005).  En 2005, le co-activateur transcriptionnel YKI (Yorkie) fut ajouté aux membres des composants de la voie grâce à des expériences de double hybride utilisant la protéine WTS comme appât (Huang et al., 2005). Des études génétiques ont ensuite montré que Yki se situait en aval de la cascade de kinases et des analyses biochimiques ont mis en évidence que WTS phosphoryle et inactive directement YKI (Huang et al., 2005)(Dong et al., 2007). En effet, l’activation de la cascade de kinases aboutit à la phosphorylation et à l’inhibition des activités nucléaires de l’effecteur de la voie, YKI. Ainsi, la surexpression de Yki phenocopie la perte de fonction des différents composants de la cascade de kinases (Figure 18). La phosphorylation de ce dernier sur son résidu 168 permet la fixation des protéines 14-3-3 aboutissant à la séquestration de YKI dans le cytoplasme. Au contraire, lorsque la cascade de kinase est inactive, YKI n’est pas phosphorylé et peut alors transloquer dans le noyau où il active la transcription de différents gènes cibles (Figure 18)(Kanai et al., 2000)(Dong et al., 2007)(Zhao et al., 2007)(Lei et al., 2008)(Oh & Irvine, 2008)(Ren, Zhang, & Jiang, 2010). YKI est un co-activateur transcriptionnel, il ne possède pas de domaine de liaison à l’ADN et à donc besoin de se lier à différents facteurs de transcription pour activer la transcription des gènes cibles de la voie. L’un des premiers partenaires de YKI identifié le plus connu est le facteur appartenant à la famille TEAD/TEF (TEA Domain familymember/Transcription Enhancer Factor) SD (Scalloped)(Wu et al., 2008)(Figure 18). En réalité, YKI possède également d'autres partenaires comme les protéines HTH (Homothorax), TEASHIRT et MAD (Mothers against Dpp) (Alarcón et al., 2009)(Peng, Slattery, & Mann, 2009a)(Oh, Hyangyee, 2011).    
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Figure 19: La signalisation Fat-Ds contrôle la taille et la forme des pattes chez la drosophile. Comparaison d'une patte de drosophile sauvage (A) à une patte de drosophile mutée pour le gène Dachs (B), le gène Fj (C), Dachsous (D) ou Fat (E). La délétion de ces gènes modifie à la fois à taille et la forme des pattes. D'après (Mao et al., 2006).   
 
Figure 20: La voie de signalisation Hippo chez la drosophile. Représentation schématique de la voie de signalisation Hippo dans une cellule épithéliale chez la drosophile. Les lignes en pointillées représentent des interactions génétiques non démontrées. D'après (Genevet & Tapon, 2011).   
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Depuis 2005, la recherche sur cette nouvelle voie de signalisation ne cesse de progresser à une vitesse impressionnante. Chaque année, plus d'une vingtaine de revues sont publiées sur le sujet et des congrès internationaux sont spécifiquement dédiés à cette nouvelle voie de signalisation. Ces dernières années, la principale question a été notamment de comprendre comment ce module de signalisation intracellulaire répond-t-il aux signaux extracellulaires. De nombreuses études ont identifié les composants en amont de la cascade Hippo chez la drosophile comme les protéines à domaine FERM (Famille 4.1, Ezrin, Radixin, Moesin) MER (Merlin) et EX (Expanded)(Hamaratoglu et al., 2006). Ces deux facteurs interagissent ensemble et agissent de façon redondante dans l’activation de la voie Hippo. Les protéines à domaine FERM sont connues pour jouer un rôle d’intermédiaire entre les protéines transmembranaires et le cytosquelette. Ainsi, Mer et Ex pourraient être les intermédiaires reliant la cascade de kinases avec de potentiels récepteurs membranaires. Dans la littérature, la proto-cadhérine atypique 
FAT est un récepteur potentiel de la voie puisqu’elle est la première protéine transmembranaire impliquée dans la régulation de la voie de signalisation Hippo chez la drosophile (Bennett & Harvey, 2006)(Tyler & Baker, 2007)(Silva et al., 2006). Le récepteur FAT agit en fixant une autre cadhérine transmembranaire appelée DS (Dachsous) (Matakatsu & Blair, 2006). Les kinases DCO (Disc Overgrown) et FJ (Four Jointed) favorisent la liaison entre FAT et DS en phosphorylant leurs domaines cadhérine (Ishikawa et al., 2008)(Feng & Irvine, 2009). Les mécanismes par lesquels le récepteur FAT ainsi que les différents facteurs en amont modulent la cascade de signalisation ne sont pas encore bien compris mais la mutation de ces gènes provoque bien un phénotype d’excès de croissance (Figure 19). Les phénotypes obtenus sont moins forts que ceux obtenus après une perte de fonction d’un des membres du cœur de la voie suggérant que ces composants agissent de manière combinée pour contrôler l’activité de la voie (Hamaratoglu et al., 2006). Plus tard, une troisième protéine a été ajoutée au complexe Ex/Mer, la protéine 
KIBRA (Yu et al., 2010). Le complexe formé par Kibra/Ex/Mer semble interagir avec la cascade de kinases Hippo par de nombreuses interactions protéine-protéine entre les domaines WW des protéines KIBRA, SAV et YKI et les domaines PPxY des protéines EX, HPO et WTS (Yu et al., 2010)(Genevet et al., 2010). Enfin, d'autres protéines ont été identifiées comme étant des régulateurs de la voie Hippo, la protéine RASSF et la protéine dJUB (Ajuba) interagissent négativement avec la kinase HPO (Polesello et al., 2006)(Das Thakur et al., 2010)(Figure 20). Etant donné le nombre de facteurs agissant en amont de la cascade de kinases, j'ai choisi de décrire l'ensemble de cette régulation dans une autre partie de ce chapitre (Partie 1.3).  
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Figure 21: Les homologues des composants de la voie Hippo chez les mammifères. D'après (Johnson & Halder, 2014). 
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2) La voie Hippo chez les mammifères  La découverte des membres de la voie de signalisation Hippo chez la drosophile a provoqué un énorme engouement pour étudier cette même voie de signalisation chez les mammifères. Bien que de nombreuses études ont démontré expérimentalement la conservation de la structure de cette voie ainsi que son rôle dans la régulation de la taille des organes chez les mammifères, elles ont également révélé une complexité plus importante. En effet, la plupart des composants de la voie possèdent un ou plusieurs homologues chez les mammifères. Il existe deux homologues d'Hpo, MST1 et MST2 (Mammalian Sterile 20-like kinase aussi connus sous le nom de STK3 et STK4) et deux homologues de Wts, LATS1 et LATS2 (Large Tumor Supressor). Des homologues chez les mammifères ont été identifiés pour l'ensemble des composants de la voie Hippo (Figure 21). De la même façon que chez la drosophile, les kinases MST et LATS forment chez les mammifères une cascade de phosphorylation aboutissant à la phosphorylation des homologues de Yki, YAP (Yes Associated Protein) et TAZ (Transcriptional co-Activator with PDZ-binding motif) (Dong et al., 2007)(Lei et al., 2008). Ainsi, les kinases MST, associées à la protéine SAV1 (l'homologue de Salvador aussi appelé WW45) phosphoryle et active les kinases LATS associées aux co-facteurs MOB1A et MOB1B (Wu et al., 2003)(Callus et al., 2006)(Praskova, Xia, & Avruch, 2008) (Chan et al., 2005). Cette étape aboutit à la phosphorylation de YAP et TAZ sur leur résidu sérine 127 (YAP127 et TAZ89 chez la souris) et à l'inhibition de leurs activités nucléaires (Figure 22). Plus récemment, il a été montré que chez les mammifères, la phosphorylation de YAP et TAZ par les protéines LATS sur une autre sérine (Ser381) peut aussi entraîner leur dégradation par le protéasome. Cette dégradation fait intervenir d'autres kinases comme la kinase CK1δ/ε 
(Casein Kinase 1) qui permettent le recrutement de l'ubiquitine ligase E3 SCF/β-TRCP (Skp1, Cdc53, F-box proteins and β-Transducin Repeat-Containing Protein) (Zhao et al., 2010)(Liu et al., 2010). Les deux effecteurs de la voie Hippo YAP et TAZ seront décrits plus en détails dans la partie 1.4 de cette introduction.  
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Figure 22: La voie de signalisation Hippo chez la drosophile et les mammifères. Représentation schématique de la voie Hippo dans laquelle les protéines homologues chez la drosophile et les mammifères sont représentées par des couleurs identiques. Les interactions biochimiques directes sont indiquées par des traits pleins tandis que les interactions génétiques pour lesquelles aucune interaction protéine-protéine directe n'a été rapportée sont représentées en pointillés. D'après (Zhao, Li, Lei, & Guan, 2010).   
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Concernant la régulation en amont des kinases de la voie chez les mammifères, deux homologues de la protéine KIBRA, KIBRA/WWC1 et WWC2 (WW domain-Containing protein 1/2) et de la protéine EX, FRMD1 et FRDM6 (FeRM Domain containing 1/6) ont été découverts, ainsi qu'un homologue de MERLIN (nommé également MERLIN ou NF2 chez les mammifères) (Genevet et al., 2010)(Yu et al., 2010) (Figure 22). Cependant, l'implication de certains homologues chez les mammifères, comme la protéine FRDM6, dans la régulation de la voie Hippo reste controversée (Visser-Grieve, Hao, & Yang, 2012)(Angus et al., 2012)(Bossuyt et al., 2014)(voir paragraphe 1.3). En effet, à quelques mois d'intervalle, les auteurs d'une première étude ont montré que la surexpression de Frdm6 induit la phosphorylation et donc l'activation de la cascade de kinases MST/LATS dans des cellules de mammifères en culture (Angus et al., 2012), alors que les résultats d'une deuxième équipe montrent qu'au contraire,  la protéine FRDM6 possède bien des propriétés de suppresseur de tumeur en culture mais que ces effets sont indépendants de la cascade Hippo (Visser-Grieve et al., 2012). Concernant les récepteurs de la voie Hippo chez les mammifères, la protéine FAT possède bien des homologues chez les mammifères dont FAT4 est l'homologue de la protéine FAT de drosophile. Malgré cette conservation, aucune étude n’a encore permis de démontrer une régulation de la cascade de kinase par cette protéine comme chez la drosophile (Bossuyt et al., 2014). Cependant, plusieurs protéines transmembranaires comme les GPCR (G protein-coupled receptors) ou encore l'E-cadhérine (Kim et al., 2011) ont été décrites comme des régulateurs essentiels de la voie Hippo chez les mammifères. De la même façon que chez la drosophile, étant donné le grand nombre de facteurs impliqués dans la régulation de la voie Hippo, j'ai choisi de consacrer la partie suivante de ce chapitre à leur description.   
2. LA REGULATION DE LA VOIE HIPPO  Alors que la signalisation intracellulaire de la voie Hippo aboutissant à l'inhibition des activités nucléaires de YAP et TAZ est aujourd'hui bien compris, la régulation en amont de la cascade de kinases est beaucoup moins claire. Comprendre quels sont les signaux extracellulaires qui régulent l'activation de la voie et par quels mécanismes ces signaux agissent sur la cascade de kinases reste aujourd'hui une question majeure. Ces dernières années, de nombreux facteurs ont été décrits dans la littérature, en particulier chez la drosophile, comme étant des régulateurs de la voie Hippo. Parmi ces molécules, on retrouve notamment une grande variété de kinases (Harvey, Zhang, & Thomas, 2013)(Yu & Guan, 2013), des composants des complexes de polarité, 
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Figure 23: Interactions entre le complexe KEM et la cascade Hippo chez la drosophile. Schéma représentatif des nombreuses interactions protéiques entre le complexe KERM (Kibra/Ex/Merlin) et le cœur de la voie Hippo chez la drosophile. Les flèches représentées ne distinguent pas les effets activateurs et inhibiteurs. Adapté de (Genevet & Tapon, 2011).  
 
Figure 24: Modèle de la régulation de l'activité de YAP/TAZ par les protéines AMOTs. Dans ce modèle, les protéines AMOTs régulent négativement YAP/TAZ grâce à une interaction physique directe. Cette interaction aboutît à la séquestration de YAP/TAZ dans le cytoplasme. D'après (Zhao, Li, et al., 2011). 
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des protéines des jonctions cellulaires, des protéines d'adhésion ou encore des régulateurs du cytosquelette (Nishioka et al., 2009)(Kim et al., 2011) (Zhao, Li, et al., 2011)(Boggiano & Fehon, 2012)(Halder, Dupont, & Piccolo, 2012)(Aragona et al., 2013)(Hirate et al., 2013).  
1) Le complexe Ex-Mer-Kibra  Le premier régulateur de la voie Hippo à être identifié n'a pas été un récepteur transmembranaire mais deux protéines possédant un domaine d'interaction protéine-protéine, FERM (4.1/ezrin/radixin/moesin), EX et MER (Hamaratoglu et al., 2006)(Pellock et al., 2007). Plus tard, KIBRA, une autre protéines contenant un domaine WW, a été montré comme interagissant avec les protéines EX et MER formant ainsi le complexe KEM (Kibra-Ex-Mer)(Yu et al., 2010)(Baumgartner et al., 2010)(Genevet et al., 2010). Des études in vitro montrent que ces trois facteurs phosphorylent et activent HPO et WTS (Yu et al., 2010)(Hamaratoglu et al., 2006). Les mécanismes exacts par lesquels ce complexe régule l'activation des kinases HPO et WTS n'ont pas encore été élucidés mais un grand nombre d'interactions physiques entre l'ensemble de ces facteurs ont été mis en évidence. MER et KIBRA interagissent par exemple avec la protéine adaptatrice SAV, EX lie la kinase HPO et KIBRA interagit également avec WTS (Baumgartner et al., 2010)(Genevet et al., 2010)(Yu et al., 2010). De plus, EX peut également lier directement YKI (Badouel et al., 2009)(H. Oh, 2009)(Figure 23). L'association EX-YKI participe à l'inhibition de ce dernier en le séquestrant en dehors du noyau de façon indépendante de son état de phosphorylation (Badouel et al., 2009)(H. Oh, Reddy, & Irvine, 2009). Ce mécanisme de régulation semble conservé chez les mammifères avec les protéines AMOTs (Angiomotine) capables de séquestrer YAP/TAZ dans le cytoplasme (Figure 24)(Varelas et al., 2010)(Zhao et al., 2011)(Chan et al., 2011). De façon similaire à EX, les protéines AMOT régulent négativement YAP/TAZ en les séquestrant au niveau de la membrane indépendamment de l'activité de la cascade de kinases. Les protéines AMOTs sont ainsi décrites dans la littérature comme des "homologues fonctionnels" de la protéine EX bien que ces deux protéines partagent très peu de séquences communes hormis leur motif PPXY. L'implication de la protéine FRDM6, (véritable homologue de la protéine EX chez les mammifères) dans la régulation de la voie Hippo n'est pas démontré (Bossuyt et al., 2014). Au contraire, la protéine MER reste extrêmement bien conservée chez les mammifères puisqu'il est possible de sauver le phénotype mutant Mer de la drosophile avec le gène Mer humain (Lajeunesse, Mccartney, & Fehon, 1998).   
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Figure 25: Illustration du mécanisme d'action de la protéine MER chez les mammifères. Dans les cellules déficientes pour la protéine MER, CRL4DCAF1 active l'ubiquitinylation des kinases LATS1/2 et supprime ainsi la phosphorylation et la séquestration de YAP dans le cytoplasme. Dans les cellules normales, des signaux anti-mitogéniques permettent l'accumulation de la forme active de MER qui peut alors transloquer dans le noyau, fixer DCAF1 et supprimer l'activité de la CRL4DCAF1. D'après (Li et al., 2014).  
 
Figure 26: Régulation de la voie Hippo par le complexe Crumbs chez la drosophile. Les lignes en pointillées indiquent des mécanismes inconnus. D'après (Schroeder & Halder, 2012).  
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Très récemment, une équipe a élucidé en partie le fonctionnement de cette protéine en montrant que MER inhibe une E3 ubiquitine ligase, la CRL4DCAF1 responsable de l'ubiquitinylation des protéines LATS dans le noyau (Li & Giancotti, 2010)(Li et al., 2014) (Figure 25). Dans cette étude les auteurs observent ainsi que l'inhibition de la répression exercée par CRL4DCAF1 active la transcription des gènes cibles du complexe YAP/TEAD grâce à la destruction des protéines LATS. 
2) Les complexes de polarité  La voie de signalisation Hippo possède la particularité d'intégrer des informations concernant le nombre et la taille des cellules d'un organe pouvant ainsi réguler l'homéostasie tissulaire. Chez la drosophile, des études ont montré que beaucoup de protéines impliquées dans la régulation de la polarité cellulaire sont également des régulateurs de la croissance dans les tissus épithéliaux (Hariharan & Bilder, 2006). Parmi ces protéines, il existe trois complexes majeurs: le complexe Crumbs, le complexe aPKC (atypical Protein Kinase C) et les protéines basolatérales de polarité (Lethal giant larvae (Lgl), Discs large (Dlg) et Scribble (Scrib)). L'ensemble de ces protéines établit la polarité apico-basale des cellules épithéliales grâce à des interactions antagonistes. Le complexe Crumbs est un complexe protéique associé aux jonctions serrées localisées dans la partie apicale des cellules épithéliales (Laprise et al. 2011). La protéine CRB (Crumbs) est une protéine transmembranaire possédant trois homologues chez les vertébrés (CRB1-3) et qui forment un complexe en association avec les protéines adaptatrices STARDUST (PALS1/2 chez les mammifères (Protein Associated with Caenorhabditis elegans Lin-7 protein1)) et PATJ (Pals1 Associated Tight Junction). La protéine CRB a récemment été identifié comme un régulateur de la voie de signalisation Hippo chez la drosophile capable de réguler la localisation subcellulaire de la protéine EX (Figure 26)(Chen et al., 2010)(Grzeschik et al., 2010)(Ling et al., 2010)(Robinson et al., 2010). En effet, CRB possède deux sous-domaines importants au sein de sa partie cytoplasmique: un domaine de liaison aux motifs PDZ, sur lequel se fixe d'autres protéines de polarité et un domaine de liaison aux motifs FERM, sur lequel se fixe la protéine EX in vitro (Ling et al., 2010). De récentes études utilisant des formes de la protéine CRB déletée de l'un de ces deux domaines semblent indiquer que le contrôle de la polarité et la prolifération cellulaire par la protéine CRB s'effectue par des interactions protéine-protéine différentes. L'interaction entre CRB et EX stabilise cette dernière au niveau de la partie apicale et active la voie de signalisation Hippo (Ling et al., 2010).  
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Figure 27: Modèle de régulation de la voie Hippo par la protéine CRB. (A gauche) En condition physiologique, CRB est à l'origine d'un équilibre dynamique permettant de réguler la cascade de kinases Hippo. CRB peut à la fois promouvoir l'activation de cette cascade en stabilisant la protéine EX au niveau de la membrane mais aussi empêcher son activation en provoquant la dégradation de EX par le protéasome. (A droite) La surexpression de Crb fait basculer cette équilibre en activant la phosphorylation de EX et ainsi sa dégradation par l'E3 Ubiquitine ligase SCF Slimb/β-TrCP . Cette dégradation empêche ainsi la phosphorylation de YKI par la voie Hippo. D'après (Ribeiro et al., 2014).  
 
Figure 28: Régulation de la voie Hippo par les complexes de polarité chez les mammifères. Schéma représentatif de la régulation de la voie Hippo par les complexes Crumbs (CRB-PALS1-PATJ), aPKC (aPKC-PAR3-PAR6) et les protéines basolatérales de polarité (SCRIB-DLG-LGL). Les lignes en pointillées indiquent des mécanismes indirects ou inconnus. D'après (Schroeder & Halder, 2012).  
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Très récemment, une équipe a montré que la protéine CRB n'est pas seulement requise pour stabiliser EX au niveau de la membrane apicale mais pouvait aussi activer sa dégradation via l'activation d'une E3 ubiquitine ligase, la  SCF Slimb/β-TrCP (Ribeiro et al., 2014). La protéine CRB semble donc être un senseur de la densité cellulaire pouvant modifier rapidement l'activité de YKI en réponse à un changement environnemental (Figure 27). Chez les mammifères, le complexe Crumbs régule également l'activation de la voie Hippo mais par des mécanismes et à des niveaux différents. Dans les cellules de mammifères, CRB3 (l'homologue de CRB) interagit directement avec YAP/TAZ et semble essentiel à leur localisation nucléaire en fonction de la densité cellulaire (Figure 28)(Varelas et al., 2010).  En effet, en condition de haute densité cellulaire, le composant du complexe Crumbs, PALS1 est fortement concentré au niveau des membranes apicales et YAP/TAZ sont principalement retrouvés dans le cytoplasme. Au contraire, en condition de faible densité cellulaire, PALS1 est localisé de façon plus homogène et dans ce cas, YAP/TAZ sont majoritairement nucléaire (Varelas et al., 2010).  Dans ces expériences, l'inhibition de CRB3 ou de PALS1 est suffisante pour augmenter le niveau de YAP nucléaire dans des cellules épithéliales en culture même en condition de forte confluence. Les mécanismes impliqués dans cette régulation de la localisation de YAP/TAZ ne sont pas encore clairs mais semble faire intervenir les protéines AMOTs (AMOT, AMOTL1, AMOTL2) (Varelas, Samavarchi-Tehrani, et al., 2010)(Figure 28). Ces protéines sont capables de lier YAP/TAZ mais aussi PALS1 et PATJ afin de retenir YAP/TAZ dans le cytoplasme (Chan et al., 2011)(Wang, Huang, & Chen, 2011a)(Zhao, Li, et al., 2011). Elles peuvent également réguler indirectement la localisation de YAP/TAZ en fixant la protéine LATS2 et en augmentant son activité kinase (Paramasivam et al., 2011)(Zhao, Li, et al., 2011)(Wang, Huang, & Chen, 2011b).  Le second complexe de polarité situé dans la région apicale des cellules épithéliales est le complexe aPKC. Ce complexe est composé des protéines Par3 et Par6 (Bazooka et Par6 chez la Drosophile), qui possèdent un domaine de liaison PDZ, ainsi que de la protéine aPKC (Laprise et al. 2011). Chez la drosophile, la surexpression d'une forme active de la kinase aPKC dans les cellules des disques imaginaux entraîne une perturbation de la localisation de Hippo et Rassf et augmente la quantité de Yki dans le noyau (Grzeschik et al., 2010). Chez les mammifères, la protéine aPKC interagit directement avec Kibra et séquestre cette dernière au niveau de la membrane apicale (Büther et al., 2004)(Yoshihama et al., 2011). Il semble donc que le complexe aPKC régule la voie de signalisation Hippo de façon indépendante du complexe Crumbs et à des niveaux différents.    
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Figure 29: Régulation de la voie Hippo par les composants des jonctions adhérentes. Les complexes cadhérine/caténine localisés au niveau des jonctions adhérentes (AJ) régulent la cascade de kinases Hippo aussi bien chez les mammifères que chez la drosophile. D'après (Gumbiner & Kim, 2014).   
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A l'opposé de ces deux complexes apicaux, les protéines SCRIB, LGL et DGL sont localisées dans le domaine baso-latéral (Figure 28). Chez la drosophile, la déplétion de la protéine SCRIB ou LGL entraîne une activation de YKI (Grzeschik et al., 2010)(Menéndez et al., 2010). Ces mécanismes restent conservés chez les mammifères. SCRIB régule positivement les kinases de la voie Hippo et sa perte de fonction active l'activité transcriptionnelle de YAP/TAZ (Cordenonsi et al., 2011). Le module Scrib agit comme un suppresseur de tumeur au moins en partie en inhibant l'activité de Yki/YAP/TAZ. 
3) Les jonctions cellulaires  Les cellules épithéliales adhèrent les unes aux autres grâce aux jonctions cellulaires comme les jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions adhérentes. De nombreux régulateurs agissant en amont de la voie de signalisation Hippo sont également connus pour être des composants des jonctions cellulaires, en particulier des jonctions adhérentes. Ces dernières sont composées de larges protéines transmembranaires comme les nectines ou les cadhérines qui intéragissent par l'intermédiaire de leur domaine cytoplasmique aux caténines (∝-caténine, β -caténine et p120 caténine). Les cadhérines ont ainsi été décrites dans la littérature comme étant des activateurs de la voie Hippo (Nishioka et al., 2009)(Kim et al., 2011). Cette stimulation par les cadhérines fait intervenir l'∝ et la β-caténine bien qu'une autre régulation indépendante de  l' 
∝-caténine a également été mis en évidence dans les kératinocytes primaires de souris (Figure 29) (Schlegelmilch et al., 2011)(Silvis et al., 2012). Les protéines MER et KIBRA sont également liées à la stimulation de la cascade Hippo par les cadhérines même si MER ne semble pas indispensable à cette régulation dans certains types cellulaires (Kim et al., 2011). Chez la drosophile, la protéine ECHINOID, protéine présente au sein des jonctions adhérentes, active la voie Hippo en interagissant directement avec SAV (Figure 29) (Yue et al., 2012). Les disques imaginaux chez lesquels la protéine ECHINOID a été inhibée présente une croissance anormale et montre une augmentation de l'activité transcriptionnelle de YKI (Yue et al., 2012). Dans les cellules de mammifères en culture, l'expression des différents composants des jonctions adhérentes comme l'E-cadhérine et l'∝-caténine est indispensable afin de limiter la prolifération cellulaire par inhibition de contact. La perte de cette inhibition a été observée lorsque les protéines KIBRA, MER ou LATS sont inhibées, suggérant que la voie de signalisation Hippo joue un rôle essentiel dans ce mécanisme (Zhao et al., 2007)(Ota & Sasaki, 2008)(Kim et al., 2011)(Silvis et al., 2012). YAP se localise majoritairement dans le cytoplasme dans les cultures de cellules confluentes mais transloque dans le noyau lorsque l'∝-caténine est inhibée  
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Figure 30: YAP/TAZ sont des capteurs des propriétés mécaniques des cellules et de l'environnement. (a) YAP/TAZ sont localisés dans le noyau lorsque les conditions environnementales favorisent la formation de forces de résistance intracellulaires importantes (comme c'est le cas lorsque les cellules peuvent multiplier les contacts d'adhésion avec leur substrat ou lorsque la matrice extracellulaire est rigide puisque la surface d'étalement croît avec la rigidité de la surface) ou encore lorsque les cellules sont étirées artificiellement. Un immunomarquage de YAP/TAZ (en rouge) et des filaments d'actine (en vert) montre la localisation nucléaire des deux effecteurs de la voie Hippo dans une cellule endothéliale lorsque cette dernière est contrainte à de nombreuses tensions. Dans ces conditions, YAP/TAZ sont nécessaires à la prolifération cellulaire ou encore lors de la différenciation spécifique des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes. (b) Au contraire, dans des conditions où les forces contractiles sont faibles (peu de contacts d'adhésion comme c'est le cas sur une matrice extracellulaire souple), YAP/TAZ sont localisés dans le cytoplasme. D'après (Halder et al., 2012). 
 
Figure 31: Régulation de l'activité de YAP/TAZ/YKI par le cytosquelette d'actine. L'activité de YKI/YAP/TAZ (à gauche du schéma) est corrélée à la présence de F-actine dans la cellule. Les lignes discontinues représentent les forces de résistance intracellulaires (voir figure 30). D'après (Gaspar & Tapon, 2014).  
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(Kim et al., 2011). La voie de signalisation Hippo semble donc être l'un des mécanismes essentiels de l'inhibition de contact. Enfin, un autre composant des jonctions adhérentes, la PTPN14 (Protein Tyrosine Phosphatase 14) joue également un rôle dans la régulation de la voie de signalisation Hippo. La PTPN14 interagit avec YAP grâce à son motif PPxY (Huang et al., 2013)(Liu et al., 2013)(Wang et al., 2012). Comme précédemment, cette interaction aboutit à une augmentation de la localisation cytoplasmique de YAP et donc à une réduction de son activité transcriptionnelle. Toutes ces données soulignent l'importance des contacts cellule-cellule dans la régulation de la voie de signalisation Hippo et montrent l'importance des jonctions cellulaires, associées aux différents complexes de polarité, qui servent de "capteur" de la densité cellulaire. En effet, ces jonctions intercellulaires semblent contrôler négativement la croissance tissulaire à travers la séquestration de YAP.   
4) Forces mécaniques et cytosquelette d'actine  La troisième régulation importante bien qu'encore mal comprise est la régulation de la voie de signalisation Hippo due aux propriétés physiques des cellules. Les cellules répondent aux forces mécaniques de leur environnement comme l'élasticité de la matrice extracellulaire, les forces de tractions ou au contraire de compression exercées par les cellules voisines (Halder et al., 2012). Récemment, plusieurs études ont montré que la perturbation de l'ensemble de ces propriétés pouvait altérer l'activité de la voie (Wada et al., 2011)(Dupont et al., 2011)(Halder et al., 2012).  Il est déjà connu que la rigidité de la matrice sur laquelle repose les cellules peut influencer leur taux de prolifération ou encore leur différenciation. C'est par exemple le cas des cellules souches mésenchymateuses qui se différencient préférentiellement en ostéoblastes sur une matrice rigide alors qu'elles se différencient en adipocytes lorsqu'elle se situent sur un support plus souple (McBeath et al., 2004)(Engler et al., 2006). L'activité de YAP/TAZ semble jouer un rôle important dans cette régulation. La localisation de ces deux effecteurs est modifiée en fonction de la rigidité de la matrice sur laquelle se trouve les cellules (Dupont et al., 2011). De plus, leur activité semble essentielle à cette réponse cellulaire puisque leur inhibition empêche la différenciation ostéoblastique normalement induite sur un environnement rigide (Dupont et al., 2011)(Figure 30). En plus de l'élasticité du substrat, l'activité de la voie Hippo semble être également modifiée par la morphologie des cellules (Wada et al., 2011)(Dupont et al., 2011). L'utilisation de substrats de micro-piliers obligeant les cellules à adopter une forme plus ou moins aplatie selon l'écart de ces piliers montre que les cellules plus étalées possèdent une localisation de YAP majoritairement nucléaire par rapport aux cellules possédant une forme plus 
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Figure 32: Représentation schématique de la voie canonique et non canonique de la voie Hippo. (A) Dans la voie Hippo canonique, les jonctions cellulaires, les complexes de polarité et les GPCRs régulent l'activité de YAP/TAZ par l'intermédiaire de la cascade de kinases MST/LATS. (B) Au contraire, dans la voie Hippo non canonique, ces régulations ne font pas intervenir les kinases MST et LATS. Cette régulation semble faire intervenir une autre kinase non identifiée (X-kinase) qui posséderait la capacité de phosphoryler YAP/TAZ sur la même sérine que les kinases LATS1/2. En parallèle, YAP/TAZ sont également régulés directement par les protéines AMOTs. D'après (Low et al., 2014).   
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arrondie (Dupont et al., 2011) (Figure 30). Il est important de noter que dans ces expériences, la surface cellulaire en contact avec la matrice extracellulaire ne change pas, seule la morphologie de la cellule est modifiée. L'observation que les modifications physiques de l'environnement affectent l'activité de la voie de signalisation Hippo pose la question de savoir comment ces stimuli mécaniques sont captés et transduits par cette voie de signalisation? Les travaux publiés ces dernières années semblent indiquer que le cytosquelette d'actine pourrait être un intermédiaire crucial de cette régulation (Yu & Guan, 2013)(Gaspar & Tapon, 2014). Les filaments d'actine participent à la régulation de nombreux processus cellulaires comme le maintien ou la modification de la morphologie des cellules, leurs mouvements, la division, l'endocytose ou encore le trafic intracellulaire. L'application de forces mécaniques externes provoque d'importants changements sur le cytosquelette d'actine. Par exemple, l'étirement d'une cellule provoque l'activation de la protéine RhoA et de la myosine responsable de la formation des fibres de stress. De cette façon, la régulation de la localisation de YAP/TAZ par différents stress mécanique fait intervenir à la fois les filaments d'actine (F-actine) et les GTPases de la famille Rho (Dupont et al., 2011)(Zhao et al., 2012)(Wada et al., 2011). Dans ces travaux, les auteurs montrent que la perturbation du réseau d'actine ou l'inhibition spécifique de Rho inactive YAP. Au contraire, l'activation de la polymérisation des filaments d'actine provoque leur activation (Figure 31) (Sansores-Garcia et al., 2011). La régulation de Yki chez la drosophile par la F-actine a également été démontrée in vivo. Dans ce modèle, la perturbation de la polymérisation du réseau d'actine entraîne une activation de Yki associée à un des phénotypes d'excès de croissance (Sansores-Garcia et al., 2011). Les mécanismes impliqués dans la régulation de YAP/TAZ/YKI par le cytosquelette d'actine et par les différents stress mécaniques décrits précédemment ne sont pas encore bien compris. Dans la littérature certains travaux semblent indiquer que l'inhibition de Lats1/2 est insuffisant pour sauver l'activité de YAP/TAZ dans les cellules cultivés sur un support souple (Dupont et al., 2011) alors qu'au contraire d'autres travaux montrent que le détachement des cellules ou leur culture sur une matrice rigide activent les kinases LATS1/2 (Zhao et al., 2012). Il est donc possible que cette régulation fasse intervenir deux mécanismes différents dépendant ou non des kinases de la voie Hippo. Ces effets ont donc poussés les chercheurs à adopter une nouvelle convention dans la littérature visant à nommer "voie hippo canonique" la voie faisant intervenir une régulation directe de YAP/TAZ par les kinases LATS en opposition à la voie "non canonique" impliquant une régulation de YAP/TAZ indépendante des kinases de la voie Hippo (Figure 32).   
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Figure 33: Régulation de la voie Hippo par le cytosquelette d'actine et les GPCRs. Schéma représentatif de la régulation de la cascade de kinases Hippo par les récepteurs GPCRs et les filaments d'actine. Les ligne en pointillés indiquent des mécanismes indirects ou non élucidés. D'après (Yu & Guan, 2013).  
 
Figure 34: La régulation de la kinase LATS par les différents GPCRs. La LPA et la S1P régulent positivement l'activité nucléaire de YAP/TAZ en activant les GPCRs couplés aux protéines G∝12/13 G∝q/11 et G∝i/o. Au contraire, certains ligands des GPCRs couplés aux protéines G∝s  comme l'épinéphrine et le glucagon empêche la localisation nucléaire de YAP/TAZ en régulant positivement les protéines LATS1/2. D'après (Yu et al., 2012).  
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5) Les récepteurs couplés aux protéines G  La plupart des voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la croissance au cours du développement sont activées par la fixation de molécules extracellulaires solubles comme les facteurs de croissance, les hormones, les cytokines...etc. Cependant, jusqu'à très récemment, aucune régulation de la voie de signalisation Hippo par ce type de molécule n'avait encore été mis en évidence. Après l'observation que du sérum pouvait être utilisé comme un puissant activateur de YAP/TAZ, deux équipes ont identifié les molécules essentiels à cette régulation: la LPA (lysophosphatidic acid) et la S1P (sphingosine-1-phosphate) (Miller et al., 2012)(Yu et al., 2012). D'autres expériences ont ensuite démontré que la LPA et la S1P régulent positivement l'activité de YAP/TAZ en se fixant aux GPCRs (récepteurs couplés aux protéines G) à la surface cellulaire. La famille des GPCRs est une très large famille de récepteurs qui partagent tous une unité fonctionnelle commune formant sept domaines transmembranaires. Lors de leur activation, ces récepteurs activent leur signalisation via différentes protéines G hétérotrimériques: les protéines G∝12/13-; G∝q/11- ou  encore G∝i/o- régule positivement l'activité de YAP/TAZ alors qu'au contraire, les protéines G∝s- inhibe cette activité (Figure 33) (Yu et al., 2012)(Yu & Guan, 2013). La voie de signalisation Hippo peut donc être à la fois activée et inhibée par les GPCRs. L'activation des GPCRs par la LPA et la S1P provoque l'inhibition des kinases LATS1/2 et la délétion de Lats1/2 bloque partiellement la phosphorylation de YAP induite par une carence en sérum (Figure 34) (Miller et al., 2012)(Yu et al., 2012). Au contraire, les kinases MST1/2 ne semblent pas intervenir dans cette régulation. Enfin, de façon intéressante, les GTPases RHO et le cytosquelette d'actine sont des effecteurs connus de la voie de signalisation des GPCRs et sont aussi requis pour la régulation de YAP/TAZ par la LPA et la S1P. Les régulations de YAP/TAZ par les forces mécaniques et les GPCRs sont donc intimement liées et semblent converger vers la modulation du cytosquelette d'actine.      
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Figure 35: Schéma de l'ensemble de la régulation de la voie de signalisation Hippo chez la drosophile et les 
mammifères. Les cellules sont représentées avec leurs jonctions cellulaires: les jonctions adhérentes (AJ) et les jonctions serrées (TJ). D'après (Mo, Park, & Guan, 2014).   
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Aujourd'hui, la voie de signalisation Hippo est souvent qualifiée de "réseau Hippo" en raison du nombre important de régulation auxquelles elle est soumise (Figure 35). Comme le montre cette figure, la description que j'ai réalisée dans cette partie est loin d'être une liste exhaustive étant donné le grand nombre de régulateurs agissant en amont de la cascade Hippo.  L'explosion du nombre de publications dans ce domaine a en effet permis une véritable avancée dans la compréhension de la régulation de la cascade de kinases ces dernières années même si les connexions entre toutes ces régulations ne sont pas encore bien comprises.     
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Figure 36: Représentation schématique de la structure des deux isoformes principales de la protéine YAP. Structure moléculaire des deux isoformes de la protéine YAP. Le domaine de liaison des protéines TEADs (TEAD bd), les domaines WW (domaine possédant deux tryptophanes conservés), le motif de liaison SH3 (SH3 bm), le domaine de transactivation (TAD) et le domaine de liaison des motifs PDZ (PDZ bm) sont indiqués sur le schéma. D'après (Marius Sudol, Shields, & Farooq, 2012).   
 
 
Figure 37: Représentation schématique des 4 isoformes de YAP1 et des 4 isoformes de YAP2. Le nombre d'acides aminés de chaque isoforme est indiqué à droite. La localisation des domaines WW dans la région N-term est montrée par les têtes de flèches noires. Le domaine TAD (transcription activation domain) de YAP1-450 et 488 contient un motif leucine zipper (rectangle blanc). Ce motif est interrompu à la position 290 dans les isoformes YAP1-1 et à la position 328 pour les isoformes YAP1-2 par une extension de l'exon 5 (rectangle noir) et/ou de l'exon 6 (rectangle gris). D'après (M Sudol, 2013).   
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3. LES EFFECTEURS DE LA VOIE HIPPO  
1) Structure de YAP et TAZ  YAP/TAZ sont les deux effecteurs principaux de la voie de signalisation Hippo chez les vertébrés (Hong & Guan, 2012). Ces deux protéines partagent de nombreuses similitudes structurales. Initialement identifié comme un partenaire de la protéine c-YES chez le poulet, YAP, une protéine de 65kDa a d'abord été nommé YAP65 (Sudol, 1994). Ce facteur a été la première protéine identifiée possédant un domaine WW, caractéristique de la voie de signalisation Hippo (Sudol et al., 1995). Le WW est un domaine d'interaction protéique contenant, en partie, deux résidus tryptophane séparés par une vingtaine d'acides aminés. Une étude a caractérisé chez l'humain une deuxième isoforme de YAP contenant deux domaines WW en tandem contrairement au YAP65 (Komuro et al., 2003). Cet isoforme a donc ensuite été nommé YAP2 et le YAP65 renommé YAP1 (Figure 36). En réalité, des études ont réussi à identifier 8 isoformes de YAP ayant pour origine un épissage différent au niveau des exons localisés dans le domaine d'activation de la transcription de YAP (Figure 37). Afin de simplifier la nomenclature, il est plus facile de distinguer seulement les isoformes YAP1 et YAP2. La plupart du temps, la nomenclature YAP fait référence à l'isoforme YAP2, majoritaire chez la souris et l'humain (Komuro et al., 2003). De façon intéressante, on retrouve aussi ce tandem WW chez d'autres espèces comme la drosophile, l'oursin ou encore le xénope. Chez ce dernier, la seule isoforme de la protéine YAP contient tous les domaines d'interaction protéine-protéine ainsi que le domaine d'activation de la transcription (Figure 38). Plus tard, le paralogue de YAP, la protéine TAZ a été caractérisé et contient également un domaine WW. Alors que la protéine YAP reste très conservée entre la drosophile et l'humain, TAZ semble spécifique des vertébrés. En effet, en terme d'organisation structurale et de similarité de séquence, YKI est plus proche de YAP que de TAZ (Jianbin Huang et al., 2005)(Figure 39). Le WW de YAP et TAZ se lie au motif PPxY que l'on retrouve dans une grande variété de protéines comme RUNX1 (Yagi et al., 1999), RUNX2 (Kanai et al., 2000)(Cui et al., 2003a)(Zaidi et al., 2004)(Hong et al., 2005a) ou encore p73 (Strano et al., 2001). En plus de ce domaine WW, la partie N-terminale de YAP/TAZ contient un domaine de liaison aux protéines TEF/TEAD (Vassilev et al., 2001) (Mahoney et al., 2005) ainsi qu'un motif de fixation à la protéine 14-3-3 (Kanai et al., 2000)(Jianbin Huang et al., 2005). Bien que ces deux domaines soient conservés entre YAP et TAZ, le domaine de liaison aux protéines TEF/TEAD de TAZ n'est pas exactement identique à celui de YAP suggérant qu'il existe là encore des différences dans la  
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Figure 38: Structure de la protéine YAP chez le xénope. La protéine YAP chez le xénope contient l'ensemble des domaines fonctionnels et d'interaction protéine-protéine comme le domaine de liaison aux protéines TEAD (en violet), le site de phosphorylation par les LATS (en orange), deux domaines WW (en rouge), le domaine de liaison SH3 (en vert), la région "coiled-coil" (en bleu), le domaine de transactivation (souligné) et le motif PDZ (en rose). D'après (Gee et al., 2011). 
 
 
 
 
Figure 39: Structure protéique des effecteurs YAP/TAZ/YKI. Comparaison de l'organisation des domaines conservés chez les protéines YAP et TAZ humaines et chez la protéine YKI. Les sites de phosphorylation des sérines (S) et des tyrosines (Y) sont indiqués sur la figure. D'après (Wang et al., 2009). 
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fixation des facteurs TEADs (Hau et al. 2013). YAP possède aussi un domaine riche en résidus proline et un motif de liaison SH3, absent de son paralogue TAZ (Sudol et al., 1995)(Yagi et al., 1999)(Kanai et al., 2000)(Espanel & Sudol, 2001). Le domaine riche en proline a notamment été montré comme jouant un rôle dans la fixation de certaines "nuclear matrix RNA binding protein" importantes dans la traduction des ARNm. Le motif de liaison SH3 intervient des les interactions entre YAP et d'autres protéines incluant les kinases YES et SRC (Sudol, 1994). Dans leur partie C-terminale, YAP et TAZ possèdent un important domaine de transactivation ainsi qu'un motif de liaison PDZ (Sudol et al., 1995)(Yagi et al., 1999)(Kanai et al., 2000). Aucun de ces domaines n'est conservé chez la drosophile (Jianbin Huang et al., 2005). Le motif de liaison aux domaines PDZ de YAP et TAZ est essentiel pour leur activité transcriptionnelle et pour leur translocation nucléaire (Kanai et al., 2000)(Oka et al., 2010). L'analyse structurale des deux effecteurs de la voie Hippo, YAP et TAZ, montre de nombreuses similitudes dans leurs structures protéiques suggérant que ces deux protéines partagent une régulation et une activité communes. Cependant, il existe aussi quelques différences importantes qui suggèrent à l'inverse que ces deux protéines possèdent aussi des fonctions bien distinctes.    
2) Les partenaires de YAP et TAZ  Les deux effecteurs de la voie de signalisation Hippo YAP/TAZ ne possèdent pas de domaine de liaison à l'ADN et doivent donc se lier à divers facteurs de transcription dans le but d'activer la transcription des gènes cibles de la voie. Les facteurs de transcription TEF/TEAD ont été décrits dans la littérature comme les principaux partenaires de YAP et TAZ aussi bien chez la drosophile que chez les mammifères (Zhao et al., 2008)(Zhang et al., 2008)(Heng Zhang et al., 2009a)(Wu et al., 2008)(Goulev et al., 2008). Il existe 4 membres de la famille TEAD chez les mammifères (TEAD1-4) alors qu'il existe seulement un homologue chez la drosophile, SD (Scalloped) (plus proche de la protéine TEAD1). Le domaine N-terminal des TEADs et de SD contient un domaine TEA conservé, capable de reconnaître des séquences d'ADN consensus situées dans la région promotrice de ces gènes cibles (Anbanandam et al., 2006). La partie C-terminale des protéines TEADs est impliquée dans l'interaction avec les co-activateurs de la voie Hippo, YAP et TAZ (Vassilev et al., 2001). Les quatre protéines TEADs sont capables d'interagir à la fois avec YAP et TAZ (Vassilev et al., 2001). L'importance des protéines TEADs pour l'activité de YAP et TAZ a été décrite dans plusieurs modèles.  
80  
 
Figure 40: Schéma représentatif du mécanisme de compétition entre YKI/YAP et TGI/VGL4. (A) Chez la drosophile, SD possède un rôle de répresseur lorsqu'il est lié à la protéine TGI alors qu'au contraire il possède une activité activatrice lorsqu'il fixe YKI. D'autres co-répresseurs de SD existent chez la drosophile (protéine X) puisque TGI ne joue qu'un rôle partiel dans l'activité inhibitrice de SD dans les disques imaginaux des yeux utilisés dans cette étude comme modèle. D'après (Koontz et al., 2013). (B) Le même mécanisme de compétition est observé chez les mammifères entre VGL4 et YAP. Le niveau d'expression de ces deux protéines maintient ainsi un équilibre essentiel à l'homéostasie des tissus dont la perturbation semble être à l'origine de certains cancers. D'après (Jiao et al., 2014).  
 
Figure 41: Interactions protéiques de YAP et TAZ. Schéma illustrant les partenaires protéiques connus de YAP et TAZ. Les protéines liant YAP et TAZ sont illustrées en rouge et celles interagissant avec YAP ou TAZ sont en vert. Les facteurs de transcription sont représentés en couleur foncée (rouge ou vert). D'après (Mauviel, Nallet-Staub, & Varelas, 2012). 
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De façon générale, l'inhibition de TEAD ou l'inhibition de l'interaction YAP-TEAD diminue fortement la transcription des gènes cibles de la voie Hippo et les effets sur la prolifération induit par une surexpression de YAP (Zhao et al., 2008). La sérine 94 de YAP a été montrée comme essentielle pour l'interaction YAP-TEAD et la mutation de ce résidu diminue l'ensemble des effets induits par YAP. De la même façon, les facteurs TEAD sont également des partenaires majeurs de TAZ, essentiels à son activité et à sa localisation nucléaire (Chan et al., 2009)(Heng Zhang et al., 2009b). De façon intéressante, une étude réalisée chez la drosophile indique que SD agit par défaut comme un répresseur de la transcription en liant la protéine TGI dans certains contextes (Koontz et al., 2013). Un mécanisme de compétition semble alors exister entre YKI et TGI afin de lier le facteur de transcription SD et ainsi modifier son activité. De plus, ce mécanisme de compétition semble conservé chez les vertébrés avec l'homologue de TGI, VGL4 (Vestigial-like 4)(Zhang et al. 2014)(Jiao et al., 2014)(Figure 40). Ainsi, l'activité de YAP/TAZ et YKI est majoritairement médiée par les facteurs de transcription TEADs chez les mammifères et SD chez la drosophile. Néanmoins, ces effecteurs peuvent également lier d'autres facteurs de transcription. Dans les cellules progénitrices de l'œil par exemple, YKI interagit avec le facteur de transcription HTH (Homothorax), une protéine à homéoboîte contenant un domaine TALE (Three Amino acid Loop Extension) aussi bien qu'avec le facteur TEASHIRT, un membre de la famille des protéines à doigt de zinc. La liaison de ces deux facteurs permet l'activation de la transcription spécifique de certains gènes cibles comme le micro ARN Bantam (voir partie 1.3)(Zhang, Zhou, & Pignoni, 2011)(Peng, Slattery, & Mann, 2009b). Chez les mammifères, YAP et TAZ sont également capable de lier d'autres facteurs. YAP interagit avec les facteurs SMAD1, RUNX, ErbB4 et p73 (Yagi et al., 1999)(Strano et al., 2001)(Komuro et al., 2003)(Omerovic et al., 2004)(Alarcón et al., 2009) alors que TAZ fixe les facteurs RUNX, PPARγ, PAX3, TBX5 et TTF1 (Hong et al., 2005a)(Cui et al., 2003a)(Murakami et al., 2005) (Park et al., 2004)(Murakami et al., 2006). De plus, YAP/TAZ se lient aussi à d'autres facteurs grâce à leur domaine "coiled-coil" comme les protéines SMAD2/3 (Varelas et al., 2008). Les avancées récentes de la spectrométrie de masse ont permis de multiplier les analyses d'"interactome" visant à identifier l'ensemble du réseau d'interaction des protéines YAP et TAZ (Kohli et al., 2014) Dans ces travaux, les auteurs confirment généralement les interactions déjà connues et permettent d'identifier de nouveaux partenaires de YAP et TAZ (Figure 41).  
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3) Les cibles transcriptionnelles de YAP et TAZ  Plusieurs gènes cibles directs du complexe YAP/TAZ-TEAD et YKI/SD ont été identifiés dans les cellules de mammifères (Zhao et al., 2008)(Lai et al., 2011) et chez la drosophile (Zhang et al., 2008)(Wu et al., 2008)(Neto-Silva, de Beco, & Johnston, 2010)(Ziosi et al., 2010). L'ensemble de ces gènes cibles peuvent se répartir  en deux groupes: Les gènes cibles agissant de façon autonome cellulaire pour activer la croissance. Chez la drosophile, il s'agit des gènes impliqués dans la croissance cellulaire (d-Myc, bantam), la progression du cycle cellulaire (cycline B, cycline D, cycline E, E2F1) et les inhibiteurs de l'apoptose (diap1, cIap1). Chez les mammifères, ce groupe comprend principalement les gènes 
Ctgf (Connective Tissue Growth Factor) et Cyr61 (CYstein-Rich angiogenic inducer 61 ou CCN1). Ces deux protéines appartiennent à la même famille des CCN (Cyr61, Ctgf, Nov) codant pour des protéines associées à la matrice extracellulaire et à la membrane plasmique. Ces protéines sont impliquées dans la régulation de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la survie, l'adhésion ou encore la migration. YAP et TAZ induisent également l'expression d'autres gènes cibles tels que la Survivine/birc5 (Baculoviral IAP Repeat Containing 5), un inhibiteur de l'apoptose de la famille des IAPs ou encore l'Ankrd1 (Ankyrin repeat domain-containing protein 1)(Zhao et al., 2008). Plus récemment, le gène codant pour le récepteur à activité tyrosine kinase de la famille des TAM (Tyro3-Axl-Mer) AXL a été décrit comme étant une cible directe de YAP (Xu et al., 2011). De façon similaire à YAP, la surexpression de cette protéine a été impliquée dans le développement et l'agressivité de nombreux cancers en activant la survie des cellules tumorales, leur prolifération ainsi que leur migration.  Le second groupe correspond aux gènes cibles agissant de façon non autonome cellulaire, codant pour des ligands d'autres voies de signalisation comme la voie Wnt, EGF, Hedgehog ou Notch. Chez la drosophile, le ligand de la voie Wnt, Wg est régulé par la voie de signalisation Hippo dans les ailes proximales où il joue un rôle majeur dans le contrôle de la croissance (Cho et al., 2006)(Cho & Irvine, 2004). Le ligand de la voie Notch, Ser, ou celui de la voie EGF, Vein  peuvent aussi être régulés par la voie Hippo dans certains contextes (Cho et al., 2006)(Mao et al., 2006)(Zhang et al., 2009). Récemment, les études réalisées chez les mammifères ont aussi mis en évidence l'existence de gènes cibles agissant de façon non autonome cellulaire par la découverte que YAP était capable de transformer des cellules épithéliales mammaires en régulant positivement l'expression du ligand de l'EGFR, l'amphireguline (Zhang et al., 2009). 
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Enfin, comme c'est souvent le cas dans les voies de signalisation, la voie Hippo régule aussi l'expression de facteurs impliqués dans son propre contrôle, formant ainsi des boucles de rétro-régulation négative limitant l'effet d'une activation. C'est par exemple le cas des gènes Ex, Kibra et Crb régulés par YKI qui active la cascade de kinase et donc qui réprime la transcription des gènes cibles de la voie (Genevet et al., 2010)(Hamaratoglu et al., 2006)(Genevet et al., 2009)(Pan, 2010b). Les effets de YKI/YAP/TAZ sur la croissance cellulaire in vivo sont donc la conséquence d'une combinaison d'activation de gènes cibles agissant de façon cellulaire autonome et/ou non autonome et de manière différente selon les tissus.   
4. INTERACTIONS ENTRE LA VOIE HIPPO ET LES AUTRES 
VOIES DE SIGNALISATION  L'étude des différentes voies de signalisation de façon indépendante est souvent le point de départ d'un projet qui aboutit de façon inévitable à l'étude des interactions de cette voie avec les autres signalisations connues. Bien que souvent très complexe, cette étude est indispensable dans le but de comprendre leur fonctionnement aussi bien au cours du développement qu'au sein d'un contexte pathologique. Concernant la voie de signalisation Hippo, les données de la littérature semblent montrer que les effecteurs de la voie YAP/TAZ  possèdent de nombreuses interactions avec les voies TGF-β/SMAD, Wnt/β-caténine et Hedgehog.  
1) Interaction entre les voies Hippo et TGF-β  Ces dernières années, de nombreuses études ont commencé à mettre en lumière l'interconnexion existante entre les voies de signalisation Hippo et celle du TGF-β/SMAD (Mauviel et al., 2012). La première mis en évidence de cette interaction a été réalisée grâce à une expérience de double hybride menée chez la levure dans le but d'identifier des partenaires de SMAD7 (Ferrigno et al., 2002). YAP lie spécifiquement la protéine SMAD7 puisqu'il n'interagit pas avec l'autre I-Smad, SMAD6. Cette interaction est possible grâce au motif PY de la protéine SMAD, suggérant l'implication du domaine WW de YAP. De plus, YAP a été montré comme jouant  
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Figure 42: Schéma représentatif du modèle de fonctionnement de TAZ/YAP dans la voie TGF-β /SMAD. (a) A une densité cellulaire faible, les kinases de la voie Hippo sont inactives permettant une accumulation de TAZ/YAP dans le noyau. Suite à une activation de la voie des TGF-β, le complexe R-SMAD (Smad se liant aux récepteurs, SMAD2/3)-SMAD4 transloque dans le noyau où il interagit avec TAZ et YAP. Cette fixation retient le complexe dans le noyau et facilite le recrutement des protéines clés de la machinerie transcriptionnelle incluant le complexe Mediator/ARC. (b) Lorsque la densité cellulaire est plus importante, les différentes régulations de la voie Hippo se mettent en place afin d'activer la cascade de kinases. Cette activation entraîne la phosphorylation et la séquestration de TAZ/YAP dans le cytoplasme où les deux effecteurs de la voie Hippo peuvent lier les complexes SMAD2/3/4. Cette liaison cytoplasmique inhibe ainsi l'activation de la transcription des gènes cibles de la voie des TGF-β. D'après (Varelas & Wrana, 2012).    
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un rôle dans le recrutement de SMAD7 au niveau du récepteur TβRI (TGF -β Receptor I) et augmentant ainsi son rôle d'inhibiteur (Ferrigno et al., 2002). Plus récemment, une deuxième étude a montré l'existence d'une interaction entre TAZ et SMAD2/3 dans des cellules de mammifères (Barrios-Rodiles et al., 2005). L'étude de cette interaction montre en fait que TAZ lie les hétérodimères SMAD2/3/4 en réponse à une stimulation par le TGF-β et est ensuite recruté dans le noyau au niveau des éléments de réponse au TGF-β (Figure 42)(Varelas et al., 2008). La liaison entre TAZ et SMAD2/3/4 active donc la transcription des gènes cibles de la voie du TGF-β comme Smad7 et pai-1. La perte de fonction de TAZ réduit la transcription des gènes cibles de la voie du TGF-β mais n'altère pas la phosphorylation des SMAD2/3 par le TβRI ni la formation des complexes SMAD2/3/4. TAZ régule donc la voie des TGF-β en aval de la formation de ces complexes (Varelas et al., 2008). Cette même étude a aussi montré qu'un autre partenaire de SMAD2/3, la protéine ARC105, membre du complexe Mediator/ARC, pouvait se lier à TAZ (Figure 42). La surexpression de TAZ et ARC105 entraîne une augmentation de la localisation nucléaire de ces deux protéines ainsi qu'une colocalisation avec les protéines SMAD2/3/4 et la Tri-methyl-K4-Histone H3, marqueur d'une transcription génique active. TAZ semble donc réguler la transcription des gènes cibles de la voie du TGF-β en jouant sur le recrutement des protéines SMADs dans le noyau au niveau des éléments de réponse du TGF-β. La protéine YAP interagit également avec les protéines SMADs en se liant aux SMAD2/3. D'autres données montrent également que YAP/TAZ régulent aussi la localisation subcellulaire des protéines SMADs. En l'absence de TAZ, le complexe SMAD2/3/4 n'est plus capable de s'accumuler dans le noyau suite à une activation de la voie par le TGF-β (Varelas et al., 2008). YAP semble avoir un rôle similaire dans cette régulation (Varelas et al., 2010). Ce deuxième niveau de régulation laisse imaginer qu'en présence d'une forte densité cellulaire, la voie Hippo est activée, les protéines YAP et TAZ phosphorylées peuvent interagir et séquestrer les complexes SMADs dans le cytoplasme, aboutissant à l'inhibition de la voie de signalisation des TGF-β (Figure 42). Des expériences réalisées in vitro et in vivo appuient cette hypothèse en montrant que la localisation de YAP/TAZ mime celle des SMADs. Par exemple, une perte de fonction des gènes Lats1/2 aboutit à une localisation nucléaire de YAP/TAZ suivie par une translocation nucléaire des protéines SMADs et d'une activation des gènes cibles de la voie TGF-
β (Varelas et al., 2010). Enfin, une étude a montré que le complexe YAP/TAZ/SMAD2/3/4 peut aussi avoir une activité répressive dans certains contextes. Dans le but d'identifier des protéines capables de se lier à la région promotrice du gène Nanog au sein de cellules souches embryonnaires humaines, une équipe a identifié un complexe protéique contenant les facteurs YAP, TAZ, OCT4, SMAD2/3 ainsi que plusieurs membres de la famille TEAD (Beyer et al., 2013)(Mullen, 2014). Alors que la voie de signalisation du TGF-β est à la fois nécessaire dans la 
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Figure 43: Modèle d'interaction de YAP/TAZ avec le complexe SMAD2/3/4 dans le contrôle de la 
différenciation des cellules souches embryonnaires humaines. La région promotrice d'un ensemble de gènes nécessaires à la différenciation mésodermique est fixée par un complexe incluant les protéines YAP/TAZ/TEAD/OCT4/SMAD2/3/4/FOXH1/NuRD. La transcription de ces gènes est inhibée lorsque les protéines YAP/TAZ et les facteurs TEADs sont recrutés au sein de ce complexe (à gauche). Leur présence permet en effet de recruter le complexe NuRD responsable de cette répression. En condition de différenciation, l'absence de YAP/TAZ/TEADs permet de libérer le complexe NuRD et ainsi d'activer la transcription des gènes mésodermiques (à 
droite). D'après (Mullen, 2014).  
 
Figure 44: Modèle de l'interaction de YAP/TAZ/TEAD et des facteurs SMADs dans les cellules du cancer du 
sein. L'augmentation de l'expression nucléaire des protéines YAP/TAZ, résultant d'une perturbation de la régulation en amont de la voie Hippo, est responsable de la modification de la réponse induite par le TFG-β. Certains gènes régulés positivement par le complexe YAP/TAZ/TEAD/SMAD comme les gènes Negr1 ou Uca1 sont nécessaires dans le maintien de l'activité tumorale dans les métastases du cancer du sein. D'après (Hiemer et al., 2014). 
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maintenance de la pluripotence de ces cellules et dans leur différenciation en dérivés mésodermiques, les auteurs montrent que l'inhibition de YAP et TAZ ou des quatre membres de la famille des facteurs de transcription TEADs au sein de ce complexe est suffisant pour activer la transcription des gènes clés de la différenciation mésodermique. Cette activité inhibitrice de YAP/TAZ/TEAD semble faire intervenir le recrutement de plusieurs composants du complexe NuRD (Nucleosome Remodeling Deacetylase) (Figure 43). Ainsi, les effecteurs de la voie Hippo semblent donc nécessaires à la voie du TGF-β pour inhiber la transcription des gènes mésodermiques. La protéine YAP intervient aussi dans la régulation de la voie des BMPs (Alarcón et al., 2009). En effet, YAP lie les protéines SMAD1/5/8 et cette interaction est essentielle à l'activation de la transcription des gènes cibles de la voie BMP comme Smad7 et Id1 (Inhibitor of DNA binding 1)(Alarcón et al., 2009). Les protéines R-Smads peuvent être phosphorylées par d'autres protéines kinases intracellulaires que le TR-β-I dans leur région charnière centrale. Cette phosphorylation est un facteur essentiel pouvant induire l'ubiquitynilation des protéines Smads. Cette étude a notamment montré que les kinases CDK8/9 associées au complexe Mediator/ARC étaient impliquées dans la phosphorylation du domaine charnière de SMAD1 et que cette phosphorylation stimule l'interaction entre SMAD1 et le domaine WW de YAP (Alarcón et al., 2009). Enfin, plus récemment, TAZ et YAP ont également été décrits comme étant nécessaire pour l'induction et le maintien des phénotypes de tumorigenèse induit par le TGF-β dans des cellules de cancer du sein (Hiemer et al., 2014). Dans cette étude, les auteurs montrent une interaction nucléaire de YAP/TAZ, TEAD  et SMAD2/3/4 , suggérant une régulation transcriptionnelle commune de ces facteurs. En accord avec les données précédentes, une expérience de "microarray" montre que le complexe YAP/TAZ/TEAD semble pouvoir réguler positivement mais aussi négativement certains de ses gènes cibles et qu'une partie de ces gènes, caractérisés comme étant responsables des phénotypes métastatiques dans les cancers du sein, sont contrôlés de façon similaire par le complexe YAP/TAZ/TEAD et la voie du TGF-β. Ainsi, les auteurs proposent un modèle dans lequel l'interaction du complexe SMAD2/3/4 avec le complexe YAP/TAZ/TEAD dans le noyau pourrait être responsable du phénotype de tumorigenèse induit par la voie du TGF-β dans les cancers du sein (Figure 44). Cette dernière étude révèle donc un nouveau contexte dans lequel les voies de signalisation Hippo et TGF-β interagissent.     
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Figure 45: Modèle d'interaction hypothétique entre les voies Hippo et Hedgehog dans les médullobastomes. La voie de signalisation Hh active l'expression de Yap, stabilise la protéine YAP et induit sa localisation nucléaire grâce à sa fixation avec la protéine IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1). Les protéines TEAD1 et IRS1 sont également stabilisées par la voie Hh. Ainsi, le tri-complexe YAP-TEAD1-IRS1 nucléaire active la transcription de gènes comme 
Gli2. Ce dernier peut alors à son tour transloquer dans le noyau et réguler positivement la transcription de Gli1 et  des autres médiateur de la voie Hh. D'après (Fernandez-L et al., 2009).  
 
 
Figure 46: Modèle de l'interaction entre les voies Hippo et Hedgehog. Ce modèle décrit à la fois un impact négatif de YAP sur la voie Hh/GLI et une régulation positive de la voie Hh sur YAP. La protéine YAP peut directement interagir et inhiber GLI1 afin d'inhiber la transcription des gènes cibles de la voie Hh. Dans l'autre sens, l'activation de la voie Hh régule positivement l'activité de YAP à travers plusieurs mécanismes post-transcriptionnels aboutissant à une stabilisation de la protéine. Dans ce modèle, le récepteur PAR (Protease Activated Receptor) semble pouvoir réguler positivement à la fois YAP et GLI1(Tariki et al., 2014). 
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2) Interaction entre les voies Hippo et Hedgehog   Pour le moment, encore peu de données ont été publiées dans la littérature concernant les interactions entre les voies de signalisation Hippo et Hedgehog. Une première étude a observé une surexpression spécifique de YAP et TEAD dans un type particulier de médulloblastome induit par l'activation constitutive de la voie Hedgehog (Fernandez-L et al., 2009). Dans ce contexte, la voie Hedgehog semble activer YAP dans les précurseurs à l'origine de la formation du médulloblastome ayant été décrits comme possédant des propriétés de cellules souches cancéreuses. L'activation de YAP observée par les auteurs correspond à une augmentation de l'expression de son ARNm, une stabilisation ainsi qu'une accumulation de la protéine dans le noyau (Figure 45). Les mécanismes responsables de ces différents effets ne sont pas connus. Dans cette étude, les auteurs démontrent également une régulation inversée puisque le complexe YAP/TEAD induit directement l'expression de Gli2.  Des sites de liaison de TEAD1 ont été identifiés dans la région promotrice de ce gène (Figure 45)(Fernandez-L et al., 2009). Dans un autre contexte, une deuxième étude a permis de mettre en évidence une régulation de la voie de signalisation Hedgehog par YAP dans la différenciation neuronale. L'expression de YAP semble activer l'activité de la voie Hedgehog dans des cellules soumises à des conditions de culture favorisant leur différenciation neuronale. Alors que la surexpression de YAP empêche la différenciation des cellules, la perte de fonction simultanée de Gli2 sauve ce phénotype, suggérant que la voie Hedgehog agit en aval de YAP dans ce processus (Lin et al., 2012). Dans cette étude, l'implication d'autres voies de signalisation comme les voies Wnt et Notch ne semblent pas nécessaire. Plus récemment, une équipe a démontré l'existence d'une autre interaction entre les voies Hippo et Hh dans les cellules souches folliculaires de l'ovaire chez la drosophile. Dans ce modèle, la voie Hh active la transcription de Yki qui semble jouer un rôle essentiel dans la maintenance et la prolifération de cette population de cellules (Jianhua Huang & Kalderon, 2014). Enfin, étant donné que les voies Hippo et Hh sont toutes les deux connues dans la littérature pour être modulées en fonction de la densité cellulaire, une équipe a étudié leur potentielle interaction dans ce contexte. Ces travaux ont ainsi mis en évidence un impact antagoniste de la voie Hippo sur Hh et au contraire, une régulation positive de la voie Hh sur Hippo (Figure 46)(Tariki et al., 2014). En effet, la surexpression de Yap en cas de forte densité cellulaire bloque la transcription des gènes cibles de la voie Hh alors que l'inhibition de Yap dans des cultures confluentes augmente au contraire son activité. Les auteurs proposent alors un modèle selon lequel YAP pourrait se fixer et réguler négativement l'activité du facteur de   
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Figure 47: Interaction entre les voies de signalisation Wnt et Hippo. L'activation de la cascade Hippo provoque la phosphorylation et la localisation cytoplasmique de YAP/TAZ. Dans ce cas, p TAZ  fixe la protéine DVL et empêche ainsi sa phosphorylation par la kinase CK1 lors de l'activation de la voie Wnt. En conséquence, la β -caténine reste séquestrée dans le cytoplasme, inhibant ainsi l'expression des gènes cibles de la voie Wnt. Le complexe YAP/TEAD peut également agir de façon coopérative avec la β -caténine dans le noyau afin d'induire la transcription de certains gènes cibles.  D'après (Varelas & Wrana, 2012). 
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transcription GLI1 inhibant ainsi la transcription des gènes cibles de la voie Hh. A l'inverse, la voie Hh stabilise la protéine YAP suggérant l'existence d'une boucle de régulation négative.  
3) Interaction entre les voies Hippo et Wnt  Les voies de signalisation Hippo et Wnt sont toutes les deux essentielles dans le développement, la croissance et l'homéostasie tissulaire. Ces deux voies possèdent de nombreux points communs sur le plan mécanistique et leur activation est observée dans des contextes très similaires. Ainsi, depuis quelques années, des travaux ont commencé à mettre en évidence des régulations réciproques entre ces deux voies.  
3.1 Régulation de la voie de signalisation Wnt par la voie Hippo  La voie de signalisation Hippo interagit avec la voie Wnt à plusieurs niveaux. L'un des premiers points d'interaction identifié a été l'interaction entre l'effecteur de la voie Hippo, TAZ et DVL (Dishevelled) (Varelas, Miller, et al., 2010). En effet, la protéine TAZ lie le motif PY de DVL grâce à son domaine WW et le domaine PDZ de DVL fixe également le motif de liaison PDZ de TAZ. Cette dernière interaction empêche la fixation de la kinase CK1, la phosphorylation de DVL et donc, la dissociation du complexe de destruction de la β-caténine. L'inhibition de l'expression de 
Taz par l'utilisation de siRNA augmente l'activité transcriptionnelle de la la β-caténine. TAZ agit donc comme un régulateur négatif de la voie Wnt (Figure 47). La phosphorylation de TAZ par les kinases Lats1/2 de la voie Hippo est nécessaire à cette interaction. En effet, on obtient un phénotype similaire à celui de la perte de fonction de Taz lorsqu'on utilise des siRNA contre les kinases LATS1/2 ou MST1/2. Cette étude montre donc que la phosphorylation de TAZ aboutissant à sa localisation cytoplasmique ne sert pas uniquement à l'inhibition de son activité nucléaire. L'impact de l'inhibition de TAZ sur la voie Wnt a aussi été observé dans les souris KO pour Taz qui développent des kystes rénaux sévères, très similaires à la polykystose rénale obtenu après une hyperactivation de la voie Wnt (Varelas, Miller, et al., 2010). Une forte localisation nucléaire de la β-caténine a été observée au sein de ces kystes rénaux. Un an plus tard, deux équipes ont montré que la voie Hippo régulait la transcription des gènes cibles de Wnt en inhibant l'activité de la β-caténine durant le développement cardiaque (Heallen et al., 2011) et l'intestin (Zhou et al., 2011). Dans la première étude, les auteurs ont utilisé des souris KO Sav, la protéine adaptatrice nécessaire à la cascade de kinases de la voie Hippo. Une  
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perte de fonction Sav dans le muscle cardiaque aboutit à une forte activation de la prolifération des cardiomyocytes associée à une accumulation nucléaire de YAP. Une analyse à grande échelle utilisant des "microarrays" montre une surexpression de plusieurs gènes cibles de la voie Wnt dans les tissus cardiaques après une délétion de Sav. Cet effet est associé à une augmentation de l'expression de la β -caténine 4 fois supérieur par rapport au tissu contrôle (Heallen et al., 2011). La même année, une seconde équipe montre que la délétion des kinases MST1/2 provoque également une augmentation de l'activité de la β -caténine dans le tissu intestinal (Zhou et al., 2011). Enfin, les protéines YAP et TAZ phosphorylées peuvent directement lier la β -caténine dans les cellules HEK 293T en culture aboutissant à sa séquestration cytoplasmique (Imajo, Miyatake et al., 2012). L'utilisation d'une forme tronquée de la  β-caténine, incapable d'interagir avec YAP garde sa capacité de transcrire efficacement les gènes cibles de la voie Wnt. Bien que les mécanismes ne sont pas encore bien compris, l'ensemble de ces résultats suggèrent que la voie de signalisation Hippo est un régulateur négatif de la voie Wnt/β-caténine. Etant donné que la forme phosphorylée de YAP réduit fortement l'activité transcriptionnelle de la β -caténine par un mécanisme de séquestration, on peut se demander si au contraire, une augmentation de la forme nucléaire de YAP pourrait faciliter la translocation de la β-caténine dans le noyau. Pour le moment, aucune donnée appuyant cette hypothèse n'a encore été publiée. Malgré tout, l'interaction entre YAP et la β -caténine dans le noyau est aussi possible et a déjà été observée dans les tissus cardiaques chez la souris. Dans ce cas, les deux facteurs agissent de façon synergique pour activer l'expression des gènes cibles de la voie Wnt, Sox2 et Snai2 (Heallen et al., 2011).  
 
3.2 Régulation de la voie de signalisation Hippo par la voie Wnt  En parallèle des travaux montrant que la voie Hippo contrôle la voie de signalisation Wnt, d'autres études récentes commencent à mettre en évidence une régulation réciproque. Chez la drosophile, le ligand Wnt, Wg (Wingless), le complexe Fat-Dachsous et la voie Hippo interagissent dans le contrôle du développement des ailes. Les cellules de bordures dans les disques imaginaux d'ailes chez la mouche expriment Wg et Vg (Vestigial), un facteur de transcription spécifiquement exprimé dans les cellules des ailes. Les cellules de bordure émettent un signal impliquant le facteur Wg dans le but de recruter des cellules des tissus avoisinants et de forcer leur différenciation en cellule d'aile. Dans ce contexte, le complexe Fat-Dachsous ainsi que la voie de signalisation Hippo semble impliqués dans la régulation de ce signal (Zecca & Struhl, 2010). Une fois les cellules recrutées, la différenciation des cellules est  
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Figure 48: Modèle d'intégration de YAP/TAZ au sein de la voie de signalisation Wnt. L'activation de la voie Wnt induit la stabilisation de YAP/TAZ ainsi que leur translocation nucléaire (en haut).YAP/TAZ semble faire partie du 
complexe de destruction de la β-caténine dans la voie Wnt. La présence de YAP/TAZ au sein de ce complexe semble nécessaire au recrutement de la β-TrCP. L'activation de la voie Wnt permet de libérer YAP/TAZ et ainsi de provoquer leur translocation nucléaire. D'après (Azzolin et al., 2014).  
 
Figure 49: Le complexe β-caténine-YAP-TBX5 est essentiel au maintien de certaines lignées cellulaires 
cancéreuses. YAP, TBX5 et la β-caténine forment un complexe essentiel à la survie et à la prolifération de certaines lignées cancéreuses montrant une forte activité de la β -caténine. Dans ce modèle, la phosphorylation de YAP par la kinase YES permet de recruter ce complexe sur les promoteurs de gènes apoptotiques comme Birc5 ou Bcl2l1. D'après (Rosenbluh et al., 2012). 
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due en partie au facteur DACHS. Ce dernier inhibe la cascade de kinases Hippo et permet l'accumulation nucléaire de YKI. Le complexe YKI/SD active ensuite directement la transcription de Vg. Les facteurs Wg, Fat-Dachsous et la voie Hippo contrôle la croissance et la différenciation des cellules de l'aile chez la drosophile. Une relation similaire entre ces facteurs n'a pas encore été mise en évidence chez les mammifères. La glycoprotéine de surface CD44 connecte aussi les deux voies de signalisation. CD44 est un gène cible direct du complexe β-caténine/TCF (Wielenga et al., 1999) et son interaction avec Merlin a été démontrée (Morrison et al., 2001). CD44 fixe l'acide hyaluronique (HA) exprimé dans la matrice extracellulaire et cette interaction entraîne l'activation d'une cascade de signalisation qui limite la croissance tissulaire. La fixation de l'HA sur son récepteur CD44 recrute et active la protéine MER. Dans ce cadre, la surexpression de CD44 par la voie Wnt pourrait enclencher l'activation de la voie Hippo dans la restriction de la croissance. Plus récemment, une étude a identifié un site de fixation du 
complexe β-caténine/TCF4 au niveau du premier intron du gène Yap dans des modèles de cancers du côlon, montrant que la voie Wnt contrôle l'expression de Yap dans ces cellules (Konsavage et al., 2012). YAP semble donc être une cible directe de la voie Wnt. Enfin, deux équipes ont proposé de nouveaux modèles pouvant expliquer les résultats contradictoires observés dans la mise en évidence de l'interaction entre les voies Wnt et Hippo (Tsai, Hoverter, & Waterman, 2012). Tout d'abord, l'équipe de S. Piccolo propose un modèle dans lequel les deux effecteurs de la voie Hippo YAP et TAZ pourraient faire partie intégrante du complexe de 
destruction de la β-caténine (Azzolin et al., 2012)(Azzolin et al., 2014). Dans ces travaux, les auteurs montrent en effet qu'en absence de stimulation par Wnt, YAP/TAZ fixent l'Axine, un des composants essentiels du complexe de dégradation de la β-caténine. Au contraire, l'activation de la voie Wnt ou la perte de fonction des composants du complexe provoque la libération de YAP/TAZ et ainsi leur translocation rapide dans le noyau. De plus, les auteurs montrent que la présence de YAP/TAZ au sein du complexe est essentiel au recrutement de la β-TrCP (β-Transducin repeat-containing protein) responsable de l'ubiquitinylation et donc de la dégradation de la β-caténine. Pour résumer, cette étude démontre un double rôle de YAP/TAZ à la fois inhibiteur en absence de stimulation de la voie Wnt et activateur en cas de destruction du complexe de dégradation  de la β-caténine (Figure 48). Dans la seconde étude, les auteurs ont utilisé les données d'un crible siARN à grande échelle visant à identifier des gènes essentiels pour la prolifération et la survie cellulaire d'une centaine de lignées cancéreuses (Rosenbluh et al., 2012). Sur 85 de ces lignées, les auteurs ont ensuite mesuré l'activité de la β-caténine grâce à une construction rapportrice et ont sélectionné les gènes nécessaires au maintien des 19 lignées ayant une forte activité de la β-caténine (Figure 49). Parmi ces gènes, les auteurs ont identifié 
Yap1, Yes (une kinase Src-like) et un gène codant un facteur de transcription à boite T, Tbx5. 
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Figure 50: Localisation dynamique de YAP/TAZ au stade blastocyste chez la souris. Au cours de l'étape de pré-implantation, les futures cellules du trophectoderme (TE) forme une couche externe qui enveloppe les autres cellules de la masse cellulaire interne. Les cellules du TE localisées à la surface de l'embryon possèdent une polarité bien définie contrairement aux cellules de la masse cellulaire interne. (A) Dans les cellules du TE, la localisation nucléaire de YAP/TAZ et TEAD4 permet d'activer la transcription de gènes nécessaires à leur différenciation. (B) Dans les cellules internes, les contacts cellulaires modifient l'activité de la voie Hippo aboutissant à une localisation cytoplasmique de YAP/TAZ. D'après (Mo et al., 2014).   
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Un nouveau tri-complexe regroupant la β-caténine, YAP et TBX5 a ainsi été mis en évidence dans l'activation de gènes de survie comme Bcl2l1 ou Birc5 essentiel au maintien de certaines lignées cellulaires cancéreuses présentant une activation de la β-caténine (Figure 49).  
5. ROLES DE LA VOIE HIPPO  Durant ces 10 dernières années, la voie de signalisation Hippo a été décrite comme un régulateur essentiel de la croissance tissulaire et de la taille des organes. Plus récemment, de nombreuses études ont commencé à mettre en lumière plusieurs autres fonctions de cette signalisation, en particulier dues aux deux effecteurs de la voie, YAP et TAZ. En effet, ces deux facteurs sont impliqués dans la régulation de processus clés durant le développement embryonnaire mais aussi au cours du maintien de l'homéostasie tissulaire ou encore dans les mécanismes de régénération.  
1) Au cours du développement  La voie de signalisation Hippo est souvent caractérisée de régulateur essentiel du développement embryonnaire. La réalisation de modèles de souris KO pour un grand nombre de composants de la voie Hippo (Mer, WW45, Mst1/2, Lats1/2, Yap, Taz) provoque une létalité embryonnaire ou périnatale montrant le rôle essentiel de cette voie dans le développement embryonnaire précoce chez les mammifères. En particulier, YAP/TAZ jouent un rôle crucial dans les étapes du développement précoce. L'inactivation de YAP entraîne une mort embryonnaire à E8.5 accompagnée de défauts de vascularisation du sac vitellin, de l'attachement chorioallantoïque et de l'élongation embryonnaire (Morin-kensicki et al., 2006). L'inactivation de TAZ provoque une létalité partielle des embryons à la naissance et les survivants présentent des emphysèmes pulmonaires ainsi que des maladies rénales (Hossain et al., 2007)(Tian et al., 2007)(Makita et al., 2008). Enfin, la double inactivation de YAP et TAZ arrête le développement avant l'implantation de l'embryon (Nishioka et al., 2009). Ce phénotype est expliqué par le rôle des deux effecteurs de la voie de signalisation Hippo lors de l'engagement des cellules à devenir des cellules du trophectoderme ou des cellules de la masse cellulaire interne (ICM) avant le stade blastocyste (Nishioka et al., 2009)(Hirate et al., 2013)(Gumbiner & Kim, 2014)(Mo et al., 2014). Dès le stade 8 cellules, les cellules subissent un phénomène de "compaction" et forment  
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Figure 51: Rôle de la voie de signalisation Hippo dans la régulation de la croissance au cours du 
développement. (En haut) Comparaison de la taille d'un foie d'une souris sauvage à deux mois (à gauche) par rapport à celui d'une souris du même âge chez laquelle les kinases Mst1/2 ont été inactivées. D'après (Johnson & Halder, 2014). (En bas) La délétion spécifique du gène Sav provoque un phénotype d'hypertrophie cardiaque. D'après (Wackerhage et al., 2014).   
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des jonctions serrées et adhérentes avec leurs cellules voisines tout en continuant leurs divisions. La compaction et donc la mise en place de la polarité n'est pas identique dans toutes les cellules et permet la séparation entre les deux lignages embryonnaires. Une récente étude a montré qu'au cours de cette étape, la localisation de YAP/TAZ était différente (Nishioka et al., 2009). Les cellules les plus externes et donc les moins compactées possèdent une expression des protéines YAP/TAZ majoritairement nucléaire. Ces cellules sont destinées à devenir des cellules du trophectoderme. Au contraire, les cellules les plus internes, futures cellules de l'ICM, expriment plus fortement YAP/TAZ dans le cytoplasme (Figure 50). Dans ce contexte, YAP/TAZ nucléaire contrôle l'activité du facteur de transcription TEAD4 pour activer l'expression des gènes spécifiquement exprimés dans le trophectoderme comme Cdx2 et Gata3 (Home et al., 2012)(Nishioka et al., 2009). Dans ce contexte, MER et les protéines AMOTs, deux composants intervenant en amont du cœur de la voie Hippo, facilite la phosphorylation de YAP par les kinases LATS1/2 durant la spécification des cellules de la masse cellulaire interne dans le développement précoce chez la souris (Cockburn et al., 2013)(Hirate et al., 2013). Etant donné les phénotypes sévères obtenus après l'inactivation de YAP et TAZ, les chercheurs ont utilisés d'autres modèles murins comme des souris KO Mst1/2, Sav1 ou Merlin pour étudier le rôle de YAP/TAZ au cours du développement embryonnaire. Ces animaux montrent également des défauts embryonnaires sévères mais qui apparaissent plus tardivement (Lee et al., 2008)(Lu et al., 2010)(Oh et al., 2009)(Song et al., 2010)(McClatchey et al., 1997).  Au cours du développement embryonnaire plus tardif, plusieurs études suggèrent que la forme nucléaire de YAP/TAZ/YKI est essentielle pour la prolifération des cellules progénitrices dans une grande variété de modèles et qu'au contraire, la forme cytoplasmique des effecteurs de la voie est nécessaire au maintien de l'homéostasie tissulaire. Par exemple, la surexpression de YAP dans le foie chez la souris (Figure 51) ou dans le tube neural durant le développement chez le poulet provoque une expansion massive du nombre de progéniteurs en prolifération aux dépens des cellules différenciées (Camargo et al., 2007)(Cao, Pfaff, & Gage, 2008). Cet effet est dû à la capacité de YAP non seulement de promouvoir la progression des cellules dans le cycle cellulaire par l'induction de l'expression de cyclines, mais aussi d'inhiber la différenciation. De la même façon, la perte de fonction du gène Sav entraîne une augmentation de la population de progéniteurs et inhibe leur différenciation dans le développement et le renouvellement de la peau, de l'intestin et de l'épithélium pulmonaire (Lee et al., 2008). Plus récemment, d'autres travaux ont montré que la localisation de YAP était aussi essentielle au bon déroulement du développement du pancréas chez la souris. Les souris KO pour les kinases Mst1/2 montrent en effet de sévères problèmes développementaux au niveau du pancréas corrélés avec une augmentation de l'expression nucléaire de YAP (Gao et al., 2014)(George, Day et al., 2012). 
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Enfin, plusieurs études ont mis en évidence le rôle essentiel de la voie Hippo et en particulier de YAP dans le développement cardiovasculaire chez la souris (Zhou, 2014). Des KO Sav, Lats2 et 
Mst1/2 spécifiques des tissus cardiaques montrent en effet une augmentation de la taille du cœur associée à une augmentation du nombre de cardiomyocytes en prolifération (Figure 51)(Heallen et al., 2011) alors que la délétion de Yap durant le développement tardif du cœur est létal due à un phénotype d'hypoplasie du myocarde (Xin et al., 2013)(Del Re et al., 2013).  
2) Dans la régulation des cellules souches et des progéniteurs  La voie de signalisation Hippo a été initialement décrite comme jouant un rôle essentiel dans le maintien de la taille des organes au cours du développement. De plus en plus d'études commencent à démontrer le rôle de cette voie dans le maintien, l'auto-renouvellement et la division des cellules souches et des progéniteurs dans différents modèles (Tremblay & Camargo, 2012)(Hiemer & Varelas, 2013)(Zhao, Tumaneng, & Guan, 2011)(Huan Liu, Jiang, Chi, & Zhao, 2012)(Piccolo et al. 2014).  
2.1 Les cellules souches embryonnaires et les cellules pluripotentes induites  Les cellules souches embryonnaires (ESCs) sont des cellules pluripotentes qui possèdent la capacité de s'auto-renouveler et de donner tous les types cellulaires d'un organisme adulte. Jusqu'en 2006 et la découverte faite par Shinya Yamanaka sur la reprogrammation des cellules somatiques en cellules pluripotentes, les ESCs représentait la seule source de cellules souches pluripotentes. Aujourd'hui, les cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) représentent potentiellement une source cellulaire inépuisable présentant les mêmes capacités de différenciation et d'auto-renouvellement que les ESCs. Ces cellules ont été initialement obtenues grâce à l'activité de 4 facteurs de transcription essentiels, KLF4, c-MYC, OCT4 et SOX2 (Takahashi & Yamanaka, 2006). Concernant les cellules souches embryonnaires, un rôle essentiel de la voie de signalisation Hippo a été décrit dans ces cellules. Tout d'abord, l'inhibition de TAZ dans les cellules souches embryonnaires humaines provoque la perte des propriétés de pluripotence de ces cellules (Varelas et al., 2008). De la même façon, YAP est également essentiel au maintien des propriétés des ESCs murines et son inactivation est indispensable à leur différenciation (Lian et al., 2010)(Alarcón et al., 2009)(Tamm, Böwer, & Annerén, 2011). De plus, la surexpression de YAP permet d'augmenter fortement l'efficacité de reprogrammation des iPSs  
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à partir de fibroblastes embryonnaire de souris (Lian et al., 2010). Les deux effecteurs de la voie YAP/TAZ sont majoritairement nucléaires dans les cellules souches embryonnaires en culture suggérant que leur rôle dans le maintien des propriétés des cellules souches se joue au niveau transcriptionnel. Cette idée est également appuyée par le fait que la surexpression de la forme nucléaire de YAP a un effet encore plus important sur le maintien des propriétés de pluripotence, l'inhibition de la différenciation des ESCs et l'activation de l'efficacité de reprogrammation des iPSCs (Lian et al., 2010). La voie de signalisation Hippo interagit avec d'autres voies de signalisation connues comme jouant un rôle essentiel dans le maintien des propriétés des ESCs comme les voies TGF-β, BMP ou encore la voie LIF (Leukemia Inhibitor Factor) aussi bien in vivo qu'en culture (Varelas et al., 2008) (Varelas et al., 2010)(Alarcón et al., 2009)(Tamm et al., 2011)(Tremblay & Camargo, 2012). Enfin, le complexe YAP-TEAD lie et active la transcription de gènes essentiels aux propriétés des ESCs comme Oct3/4, Sox2, les cibles du complexe Polycomb, les cibles de la voie LIF et BMP ou encore Nanog (Lian et al., 2010)(Tamm et al., 2011). YAP, TAZ et TEAD semblent donc être des régulateurs clés dans le maintien de la pluripotence des ESCs et des IPs chez les mammifères. Cependant, une étude publiée cette année montre des résultats très surprenants et en totale contradiction avec les données de la littérature (Azzolin et al., 2014). Dans cette étude, les auteurs utilisent un milieu de culture particulier supplémenté de deux inhibiteurs, des MEK et de la GSK3 afin de maintenir l'état "souche" des ESCs. L'enlèvement de l'inhibiteur de la GSK3 dans ce milieu provoque une perte des propriétés des ESCs et induit leur différenciation. Dans ce contexte, les auteurs montrent que l'inhibition de YAP et TAZ permet de sauver ce phénotype, suggérant que l'inactivation de ces deux facteurs favorise l'auto-renouvellement et la pluripotence des ESCs. L'interprétation de ces résultats est déjà très contestée dans la littérature en raison des conditions expérimentales utilisées, très éloignées des conditions physiologiques (voir commentaire de Martinez-Arias 2014). 
2.2 Les cellules souches adultes   Le rôle de YAP a été étudié dans différentes populations de cellules souches adultes mais les chercheurs se sont particulièrement focalisés sur les modèles de cellules souches intestinales, épidermiques, mésenchymateuses (Zhao, Tumaneng, et al., 2011)(Hiemer & Varelas, 2013)(Tremblay & Camargo, 2012)(Mo et al., 2014)(Huan Liu et al., 2012).    
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Les cellules souches intestinales  De nombreuses études ont utilisé le modèle de l'intestin de mammifère dans le but d'étudier les cellules souches somatiques adultes et plusieurs études ont décrit un rôle essentiel de la voie de signalisation Hippo dans ce modèle. Pour commencer, YAP est fortement exprimé dans les cryptes intestinales où se situent les cellules souches nécessaires à l'auto-renouvellement continu du tissu (Camargo et al., 2007). Des études génétiques chez la souris montre également que la régulation de YAP est importante dans le contrôle des propriétés des cellules souches intestinales (Camargo et al., 2007). En effet, la surexpression de la forme nucléaire de YAP dans l'intestin entraîne une augmentation de la prolifération aboutissant à une forte expansion de la population de cellules souches intestinales. Cette régulation implique bien la voie de signalisation Hippo canonique puisqu’une délétion des kinases MST1/2 ou de la protéine SAV1 induit également un phénotype d’hyperplasie provoqué par une augmentation du nombre de progéniteurs indifférenciés au sein des cryptes intestinales (Camargo et al., 2007)(Cai  et al. 2010)(Zhou et al. 2011).  De façon étonnante, l'inhibition de Yap et Taz ne semble pas induire de phénotype notable dans le tissu intestinal (Azzolin et al., 2014). 
Les cellules souches épidermiques  L'épiderme est aussi un excellent modèle possédant des capacités de renouvellement importantes même à l'âge adulte et dans lequel, la balance prolifération/différenciation des cellules souches est essentielle. Des études chez la souris ont montré que YAP pouvaient influencer la destinée des cellules souches épidermiques. Ce dernier est majoritairement exprimé dans le noyau des cellules souches épithéliales en prolifération puis cytoplasmique lorsque ces cellules commencent leur différenciation (Schlegelmilch et al., 2011). L'inhibition de YAP dans des cultures de kératinocytes primaires supprime la prolifération et stimule les propriétés associées à la différenciation cellulaire. La perte de fonction de Yap in vivo induit également une diminution du nombre de progéniteurs épithéliaux et diminue l'épaisseur de la peau des souris (Schlegelmilch et al., 2011). Au contraire, la surexpression de Yap augmente fortement le nombre de progéniteurs en prolifération au détriment des cellules différenciées ayant pour conséquence une augmentation de l'épaisseur de la peau et le développement de tumeurs. Ces effets de YAP sur les cellules souches et les progéniteurs épidermiques sont principalement médiés par le facteur de transcription TEAD puisque l'inhibition de l'interaction YAP/TEAD empêche l'augmentation de la prolifération dans l'épiderme (Schlegelmilch et al., 2011). Le même mécanisme semble être conservé dans les kératinocytes primaires humains  
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Figure 52: Rôle de YAP dans la différenciation des cellules souches mésenchymateuses. Les forces mécaniques régulent la localisation cellulaire de YAP/TAZ qui modifie la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes ou en adipocytes. D'après (Varelas, 2014).    
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(D’Addario et al., 2010). Contrairement à l'implication de la voie canonique Hippo dans l'intestin, la délétion des kinases MST1/2 dans la peau ne donne pas les phénotypes obtenus après une  surexpression de YAP/TAZ (Schlegelmilch et al., 2011). Cette implication variable des kinases de la voie Hippo selon les tissus montre bien que malgré la forte conservation de cette voie de signalisation, son rôle et sa régulation reste spécifique d'un tissu donné.  
Les cellules souches mésenchymateuses  Enfin, des études récentes ont également impliqué la voie de signalisation Hippo dans la destinée cellulaire des cellules souches mésenchymateuses. Comme toutes les cellules souches adultes, ces cellules sont multipotentes, capables de produire plusieurs types cellulaires appartenant au tissu squelettique, tels que les cellules cartilagineuses (chondrocytes), les cellules osseuses (ostéoblastes) et en cellules graisseuses (adipocytes). Les cellules souches mésenchymateuses ont été à l'origine identifiées dans la moelle osseuse, mais on sait aujourd'hui qu'on en trouve également dans une grande variété de tissus comme le sang de cordon ombilical, le tissu adipeux ou encore les muscles. Le premier résultat impliquant YAP/TAZ dans la régulation des cellules souches mésenchymateuses est l'identification de la protéine RUNX2 comme un partenaire de YAP et TAZ (Cui et al., 2003b)(Hong et al., 2005b)(Yagi et al., 1999). RUNX2 est un facteur de transcription essentiel dans l'activation de l'ostéogenèse. Ainsi, la surexpression de Taz active la transcription des gènes cibles de Runx2 et donc stimule la production d'ostéoblastes. Au contraire, la perte de fonction de Taz dans les cellules souches mésenchymateuses mises en culture, dans des conditions favorisant l'ostéogenèse, provoque une absence de dépôt calcique, signe d'une différentiation défectueuse (Hong et al., 2005b). De façon opposée, TAZ semble être un régulateur négatif de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en adipocytes. TAZ semble donc impliqué dans le contrôle de la détermination de ces cellules souches.  Le rôle de YAP dans ces cellules est beaucoup moins clair. Certains travaux montrent que YAP agit également comme un co-activateur de RUNX2 (Yagi et al., 1999). En effet, la surexpression d'une forme nucléaire de YAP semble pouvoir stimuler l'ostéogenèse (Dupont et al., 2011)(Figure 52). Alors qu'au contraire, d'autres études décrivent YAP comme un co-répresseur de RUNX2 au niveau de la région promotrice de l'ostéocalcine (Zaidi et al., 2004). Cette régulation semble faire intervenir une phosphorylation particulière de YAP sur son domaine SH3 par la kinase SRC. Etant donné que TAZ ne possède pas ce domaine de phosphorylation, cela pourrait donc expliquer la différence de fonctions de YAP et TAZ dans la détermination des cellules souches mésenchymateuses.   
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Figure 53: Rôle de YAP dans les progéniteurs hépatiques. L'expression de YAP est nécessaire au maintien de la population de progéniteurs dans le foie et sa surexpression dans des hépatocytes mâtures provoque la dédifférenciation de ces cellules. Dans ce contexte, la voie Notch semble être une cible importante de YAP dans les hépatocytes. D'après (Yimlamai et al., 2014).   
  
111  
Les cellules souches du foie  En raison de ces capacités de régénération et de sa plasticité importante, le modèle du foie a également été très étudié afin de comprendre le rôle de la voie de signalisation Hippo dans les cellules souches adultes in vivo. La perturbation de cette voie induit d'importants changements dans la prolifération des cellules hépatiques. La surexpression conditionnelle et spécifique de 
Yap dans le foie provoque une augmentation importante de la taille de cet organe en seulement quelques jours (Camargo et al., 2007)(Dong et al., 2007).  Une accumulation importante de cellules ovales, considérées comme étant les cellules souches résidentes du foie, a été observée après une délétion des kinases MST1/2, de la protéine SAV ou encore de MER (Song et al., 2010)(Lu et al., 2010)(Lee et al., 2010)(Benhamouche et al., 2010). Ces données suggèrent donc que la voie Hippo est essentielle à la restriction de la prolifération des cellules ovales dans le foie. Enfin, très récemment, une équipe a observé qu'une forte expression de Yap était nécessaire au maintien des progéniteurs hépatiques et que son activation ectopique au sein des hépatocytes différenciés était capable de provoquer la dédifférenciation de ces cellules (Figure 53)(Yimlamai et al., 2014). 
Les cellules souches hématopoïétiques  De façon très étonnante, malgré le peu de données publiées sur le rôle de YAP/TAZ dans les cellules souches hématopoïétiques, il semble que les deux effecteurs de la voie de Hippo ne possèdent pas de fonctions essentielles dans cette population de cellules souches adultes (Jansson & Larsson, 2012). Dans cette étude, les auteurs montrent pourtant que les kinases de la voie Lats1/2, Mst1/2 sont exprimées au sein de l'ensemble des cellules hématopoïétiques  et que 
Yap possède une expression beaucoup plus restreinte à une sous-population de cellules souches hématopoïétiques. Malgré cette expression, la surexpression de la forme sauvage ou constitutivement active de Yap n'altère ni l'hématopoïèse ni les fonctions des cellules souches hématopoïétiques in vivo. Etant donné l'importance des contacts cellulaires et des forces mécaniques dans la régulation de la voie Hippo, il est possible que l'influence de ces régulations soient beaucoup moins importantes dans un environnement liquide comme celui des cellules souches hématopoïétiques. Ce résultat montre donc que malgré l'importance de YAP/TAZ dans le maintien et la prolifération d'une grande variété de types de cellules souches adultes, le rôle de ces facteurs reste tissu-dépendant. 
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Figure 54: Phénotype obtenus par l'inactivation de la cascade de kinases Hippo chez la drosophile et la souris. Comparaison d'une mouche sauvage observée en microscopie électronique (a) par rapport à une mouche possédant plusieurs clones cellulaires homozygotes pour la kinase Hpo (b). L'inactivation de cette kinase entraîne la formation d'excroissance au niveau de la cuticule chez la mouche adulte. L'image (c) représente un foie de souris sauvage à deux mois en comparaison avec un foie d'une souris du même âge chez laquelle les deux kinases homologues d'Hpo, Mst1/2 ont été inactivées de façon conditionnelle durant le développement hépatique (d). L'image (e) représente un foie de souris sauvage à six mois en comparaison avec un foie de souris du même âge chez laquelle Mst1/2 ont été inactivées de la même façon que précédemment (f). A ce stade, le foie ne présente pas seulement une taille plus importante mais développe également des carcinomes hépatocellulaires. D'après (Johnson & Halder, 2014).    
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Le rôle de YAP et TAZ n'est donc pas clairement défini dans toutes les populations de cellules souches adultes et il est important de noter que les données de la littérature dans certains systèmes sont essentiellement basées sur des expériences de surexpression du gène Yap (Piccolo et al. 2014). L'inactivation de ce dernier dans certains tissus comme la glande mammaire, le pancreas ou encore l'instestin ne semble pas avoir d'effets phénotypiques notables (Zhang et al., 2014)(Chen et al., 2014)(Azzolin et al., 2014). Cependant, Yap et Taz dans ces modèles semblent par contre nécessaire à la prolifération de ces cellules dans des contextes particuliers de régénération ou dans le cas de processus de transformation. 
3) Cancer et voie de signalisation Hippo  L'intérêt que porte la recherche aujourd'hui pour la voie de signalisation Hippo est due en partie à l'implication de cette voie dans le développement des cancers et des tumeurs chez l'homme. La croissance tissulaire incontrôlée due à l'inactivation de la voie Hippo a d'abord été très étudié chez la drosophile mais a récemment été confirmée chez les mammifères (Figure 54)        (Harvey & Tapon, 2007)(Harvey et al., 2013). En effet, la surexpression de YAP/TAZ ou l'inactivation des kinases de la voie est capable de transformer des cellules de mammifères (Zhao et al., 2012)(Lei et al., 2008)(Overholtzer et al., 2006) et d'induire des tumeurs chez les souris transgéniques (Zhang et al., 2010)(Benhamouche et al., 2010)(Lu et al., 2010)(Lee et al., 2010). Chez l'humain, des mutations du gène Merlin est responsable d'une maladie génétique caractérisée par le développement de tumeurs du système nerveux central appelée le syndrome de la Neurofribromatose de type II (Gutmann, Hirbe, & Haipek, 2001)(McClatchey & Giovannini, 2005). Chez la souris, l'inactivation de Merlin dans le foie est également à l'origine de carcinomes hépatocellulaires (Zhang et al., 2010). On retrouve un phénotype similaire lors de l'inactivation des kinases MST1/2 ou de la protéine adaptatrice SAV1 dans le foie (Figure 54)(Lu et al., 2010)(Lee et al., 2010). Dans ce modèle, la délétion hétérozygote de Yap est capable d'empêcher le développement de ces cancers montrant que les effets de Merlin, Mst1/2 et Sav passent bien par la voie de signalisation Hippo (Zhang et al., 2010). Les cancers du foie ne sont pas les seuls cancers répertoriés impliquant la voie Hippo. Plusieurs acteurs de la cascade Hippo ont en effet été impliqués dans le développement d'un très grand nombres de cancers. La délétion du gène 
Sav1 par exemple a été retrouvée dans deux lignées cancéreuses du rein et la délétion de Mats a été identifiée dans des lignées cellulaires provenant d'échantillons de mélanomes humains ou de carcinomes mammaires murins (Tapon et al., 2002)(Lai et al., 2005). Un niveau élevé ainsi qu'une localisation nucléaire anormale de YAP ou de TAZ ont été observés dans un grand   
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Figure 55: YAP/TAZ contrôlent plusieurs propriétés cellulaires responsable du développement de cancers 
mais aussi nécessaire à l'activité des cellules souches. Certaines de ces propriétés comme l'activation de la prolifération et le maintien des cellules souches sont à la fois importante pour les processus de régénération et le développement de cancers. Au contraire, d'autres propriétés semblent uniquement impliquées dans les processus de tumorigenèse. D'après (Johnson & Halder, 2014).  
 
Figure 56: Rôles de YAP au cours de la progression tumorale et de la formation des métastases. L'inhibition de la voie Hippo entraîne une augmentation de l'expression des gènes cibles du complexe YAP/TEAD qui influence à la fois la croissance tumorale et la formation de métastase. D'après (Lamar et al., 2012).  
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nombre de tumeurs solides, représentant la majorité des cancers humains (Steinhardt et al., 2008). Les mécanismes exactes impliqués dans la transformation des cellules par YAP/TAZ ne sont pas encore connus mais provoquent une augmentation de la prolifération et de la survie cellulaire associés à une forte acquisition des propriétés des cellules tumorales comme la résistance aux drogues, la transition épithélio-mésenchymateuse l'inhibition de la sénescence ou encore l'acquisition des caractéristiques des cellules souches cancéreuses (Johnson & Halder, 2014)(Figure 55 et 56). Comme décrit précédemment, la voie de signalisation Hippo est étroitement liée à la régulation des propriétés des cellules souches et cette régulation s'étend aussi aux cellules souches cancéreuses. Dans le cancer du sein par exemple, TAZ a été décrit comme étant un puissant stimulateur de la formation de cellules souches cancéreuses in vitro (Cordenonsi et al., 2011). Les auteurs de cette étude ont en effet montré que la surexpression de 
Taz dans des cellules MFC10A augmentait la capacité de ces cellules à former des "mammosphères" et donc augmentait la proportion de cellules souches cancéreuses capable d'auto-renouvellement. Ainsi, l'activation de Taz est donc un événement majeur de l'apparition ou de la progression des cancers du sein. YAP n'a pas encore été décrit comme inducteur des cellules souches cancéreuses mais plusieurs études ont démontré la capacité de YAP à pouvoir induire des caractéristiques identiques à celles des cellules cancéreuses des cellules épithéliales de la glande mammaire non transformées (Overholtzer et al., 2006). Parmi ces caractéristiques, la surexpression de YAP et TAZ est par exemple responsable de la transition epithélio-mésenchymateuse (Overholtzer et al., 2006)(Lei et al., 2008)(Cordenonsi et al., 2011). Récemment, une équipe a d'ailleurs mis en évidence que les effecteurs de la voie Hippo, YAP et TAZ participent au comportement métastatique des cellules du mélanome bien connu pour ses propriétés invasives (Nallet-Staub et al., 2014). Dans cette étude, les auteurs montrent que l'inhibition de Yap ou de Taz réduit considérablement in vitro leurs propriétés tumorales et invasives ainsi que leur capacité à coloniser les poumons in vivo. Aujourd'hui, les mécanismes à l'origine d'une dérégulation de YAP et TAZ dans les cancers humains ne sont pas encore élucidés mais semblent faire intervenir des événements épigénétiques. Ces mécanismes incluent par exemple une hyperméthylation des régions promotrices des suppresseurs de tumeurs Mst1/2 (Seidel et al. 2007) et Lats1/2 (Jiang et al., 2006). Les mi-RNA ont également été impliqués dans l'inhibition de l'expression des kinases de la voie Hippo comme Lats2 par les mi-R372 et R373 dans certains cancers (Voorhoeve et al., 2006).   
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Figure 57: Comparaison de la voie MEN/SIN et de la voie Hippo dans la régulation de la mitose. Les trois voies de signalisation présentent de nombreuses similarités structurales. Les protéines représentées en vert sont des protéines de la famille des LATS/NDR kinases, en jaune, des protéines de la famille des Ste-20 like kinases, en rouge et en marron, des protéines adaptatrices MOB et SAV respectivement. D'après (Hergovich & Hemmings, 2012).   
 
Figure 58: Rôle de la voie de signalisation Hippo dans les cellules tétraploïdes. La formation de cellules tétraploïdes active la cascade de kinases Hippo. La formation de centrosomes surnuméraires dans une cellule réduit l'activité de la protéine RhoA aboutissant à l'activation de la kinase LATS2. L'activation de cette dernière active et stabilise p53 et inactive YAP/TAZ dans ces cellules. D'après (Ganem et al., 2014). 
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4) Rôle de la voie de signalisation Hippo dans le contrôle du cycle 
cellulaire  Les anomalies chromosomiques sont fréquentes dans les cellules tumorales et la présence d'un nombre anormal, en général excessif, de chromosomes est retrouvée dans un grand nombre de ces cellules. Ces caractéristiques peuvent être dues à des erreurs commises à certains points de contrôle du cycle cellulaire, en particulier lors de l'étape de mitose. Chez la levure où ces mécanismes de contrôle ont été intensivement étudiés, la voie MEN/SIN (Mitotic Exit Network (dans la levure bourgeonnante)/Septation Initiation Network (dans la levure fissile)) permet de contrôler l'orientation du fuseau mitotique permettant ainsi une bonne distribution du matériel génétique entre les deux cellules filles et provoque également la transition M/G1 en inactivant la CDK1 (Cyclin Dependent Kinase 1). De façon étonnante, le cœur de cette voie est composé de plusieurs membres de la famille des Ste20-like kinase, des protéines adaptatrices MOB, des kinases LATS/NDR ainsi que de la phosphatase Cdc14 (Figure 57)(Hergovich & Hemmings, 2012). La voie MEN/SIN et la voie Hippo possèdent donc de nombreuses similarités. Toutes ces ressemblances ont ainsi suscité l'intérêt de plusieurs équipes à s'intéresser au rôle de la voie Hippo dans le contrôle de la division cellulaire. Dès 2004, une équipe avait déjà identifié les kinases HPO et LATS comme des facteurs essentiels à la progression du cycle cellulaire chez la drosophile (Bettencourt-Dias et al., 2004). La perte de fonction de Hpo provoque des défauts d'organisation du fuseau mitotique suggérant un rôle de ce facteur dans la progression de la mitose alors que celle de Lats aboutît à une augmentation de la proportion de cellules en G1. Etant donné que Lats est également capable d'inhiber la CDK1 (Tao et al., 1999), cette kinase pourrait donc permettre le passage de la transition G2/M. Cependant, les cellules Hpo-/- provenant d'ailes ou d'œil chez la drosophile ne montrent pas de défauts de progression du cycle cellulaire montrant que son rôle dans le contrôle de la mitose pourrait être tissu spécifique (Wu et al., 2003)(Harvey et al., 2003). L'autre composant de la voie Hippo faisant également partie de la voie MEN/SIN est la protéine adaptatrice MATS (Figure 57). Un article a en effet mis en évidence le rôle de MATS dans la ségrégation des chromosomes chez la drosophile (Shimizu, Ho, & Lai, 2008). Cette étude suggère donc un rôle essentiel de MATS au cours de la division cellulaire bien que son mécanisme d'action ne soit pas encore connu. Chez les mammifères, deux équipes ont décrits un rôle des kinases MST1/2 au cours de la mitose. Alors que MST1 active la kinase Aurora B responsable de l'attachement des chromosomes aux microtubules du fuseau mitotique (Oh et al., 2010), MST2 semble jouer un rôle essentiel dans l'alignement des chromosomes  durant la métaphase dans des cellules en culture (Chiba et al., 2009). La kinase LATS1 semble aussi avoir un rôle dans la régulation de la mitose chez les mammifères puisque  
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Figure 59: Rôle de YAP dans la régénération de l'intestin chez les mammifères. Dans les cellules souches intestinales, la voie Hippo phosphoryle YAP et inhibe son activité nucléaire. Le YAP cytoplasmique fixe alors 
directement la β-caténine et inhibe la voie Wnt. Dans un épithélium intestinal mutant Mst1/2 -/-, YAP n'est plus phosphorylé et peut transloquer dans le noyau où, de la même façon que la β -caténine, activer la transcription de ses cibles. Cette activation provoque ainsi l'expansion des cellules souches intestinales. Un second modèle décrivant le rôle de YAP dans la régénération de l'intestin a été proposé. La délétion de YAP dans l'épithélium intestinal, 
l'hyperactivation de la voie Wnt/β-caténine est à l'origine de l'expansion de la population de cellules souches. Au contraire, la surexpression de YAP inhibe l'activité Wnt en empêchant la translocation nucléaire de DVL. D'après (Mo et al., 2014).          
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elle a été décrite comme un inhibiteur de la CDK1 et que sa surexpression entraîne un arrêt du cycle cellulaire en G2/M (Tao et al., 1999)(Xia et al., 2002).  De façon intéressante, LATS1 semble également nécessaire au point de contrôle au sein de la phase S du cycle cellulaire après la détection d'un dommage de l'ADN (Matsuoka et al., 2007). LATS2 semble agir au sein du cycle cellulaire en régulant négativement à la fois la transition G1/S et G2/M (Li et al., 2003)(Kamikubo et al., 2003). De plus, les cellules déficientes pour le gène Lats2 présentent des défauts lors de la phase de mitose ainsi que des problèmes lors de l'étape de cytodiérèse (McPherson et al., 2004)(Yabuta et al., 2007). Enfin, un article publié cette année montre une activation de Lats2 dans les cellules tétraploïdes alors que son inhibition provoque la formation de cellules en mitose binuclée (Figure 58)(Ganem et al., 2014)(Zhao & Guan, 2014). L'ensemble de ces résultats montre un rôle essentiel de certains composants de la cascade de kinases Hippo indépendamment dans les différentes phases du cycle cellulaire. Le peu de travaux sur le sujet ne permet pas aujourd'hui de décrire les mécanismes responsables de cette régulation mais l'inhibition de la voie semble responsable du développement d'une instabilité génomique.  
5) La voie de signalisation Hippo dans les processus de régénération  Les processus de régénération et de réparation tissulaire implique la plupart du temps l'activation de la prolifération des populations de cellules souches et de progéniteurs. Etant donné le rôle de YAP/TAZ dans le contrôle de la balance prolifération /différenciation de ces cellules dans plusieurs tissus, de nombreuses études commencent à mettre en lumière les fonctions essentielles de la voie de signalisation Hippo dans les mécanismes de régénération.  
Régénération de l'intestin  Dans un premier temps, c'est dans l'épithélium intestinal que la fonction de YAP dans une réponse régénérative a été testée. Plusieurs études ont montré le rôle essentiel de YAP/Yki dans la réparation tissulaire de l'intestin aussi bien chez la drosophile que chez les mammifères. Dans les deux modèles, les auteurs observent une expression restreinte de YAP/Yki dans les cryptes intestinales et montrent qu'une inhibition de la voie Hippo induit une hyperplasie de l'épithélium du tube digestif (Karpowicz, Perez, & Perrimon, 2010)(Cai et al., 2010)(Zhou et al., 2011). Afin d'étudier le rôle de YAP dans les procesus de régénération, une première étude utilisant des souris traitées au dextran sulphate de sodium a été publiée (Cai et al., 2010). Cette solution provoque des lésions intestinales et est donc couramment utilisée comme modèle des   
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Figure 60: YKI dans la régénération intestinale chez la drosophile. YKI est activé dans les entérocytes en réponse à une lésion intestinale par l'intermédiaire de l'activation de la voie Jnk. Cette activation permet d'activer l'expression de cytokines, molécules sécrétées responsable de la prolifération des cellules souches intestinales D'après (Staley & Irvine, 2010).    
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inflammations du tube digestif. Dans ce modèle, les auteurs observent bien une augmentation de l'expression de YAP dans les cryptes intestinales deux jours après avoir administré le traitement. L'inactivation de YAP ne semble pas modifier l'homéostasie du tissu intestinal mais réduit fortement la réponse régénérative en cas de lésions (Cai et al., 2010).De façon similaire, l'inhibition de la voie Hippo dans des cryptes intestinales déficientes pour le gène Sav ou pour les gènes Mst1/2 montre une accélération du processus de régénération due à une augmentation de l'activité nucléaire de YAP (Cai et al., 2010)(Zhou et al., 2011). En parallèle de ces travaux, une autre équipe a montré des résultats contradictoires sur le rôle de YAP dans les processus de régénération dans l'intestin chez la souris. Cette fois, les auteurs montrent que l'inactivation de YAP dans l'intestin entraîne une activation de la voie de signalisation Wnt et active les processus de réparation tissulaire après irradiation des animaux (Barry et al., 2013)(Figure 59). Au contraire, la surexpression spécifique de YAP dans l'épithélium intestinal supprime le renouvellement du tissu et réduit la population de cellules souches intestinales en inhibant la voie de signalisation Wnt. Les résultats contradictoires de ces deux études ne sont pas encore compris mais peuvent peut être s'expliquer par les différents modèles de régénération ou les protocoles utilisés. Chez la drosophile, Yki est aussi requis pour activer la prolifération des cellules souches intestinales après une lésion (Staley & Irvine, 2010)(Shaw et al., 2010)(Karpowicz et al., 2010)(Ren, Wang, et al., 2010). Cependant, Yki utilisent des mécanismes différents de ceux retrouvés chez les mammifères. Il est activé dans des cellules différenciées de l'intestin, les entérocytes et active l'expression de cytokines responsable de l'activation des cellules souches intestinales (Staley & Irvine, 2010)(Figure 60). Cette activation de Yki dans les enterocytes montre ainsi un mécanisme non autonome cellulaire qui semble impliquer la voie de signalisation JNK (c-Jun N-terminal Kinase). Bien que les mécanismes soient encore mal compris, l'ensemble de ces données montre l'implication de YAP/Yki dans les processus de régénération de l'intestin. D'autres études récentes suggèrent également que YAP pourrait jouer un rôle dans la régénération d'autres organes comme le foie ou le cœur chez les mammifères. 
Régénération du foie  Le foie possède une capacité de régénération importante principalement due à l'activité proliférative des hépatocytes et dans certains cas, des cellules progénitrices appelées cellules ovales . Malgré les nombreuses études démontrant le rôle de la voie Hippo dans le contrôle de la prolifération des hépatocytes et dans le développement de cancers du foie, peu de données ont encore été publiées sur le rôle physiologique de la voie Hippo dans les processus de régénération hépatique. Une équipe a montré que l'ablation d'une partie du foie provoque une augmentation de la localisation nucléaire de YAP, de l'expression de ses gènes cibles et une  
122  
  
 
Figure 61: Rôle de la voie de signalisation Hippo dans les processus de régénération du tissu cardiaque. L'inhibition des composants de la cascade de kinase Hippo ou la surexpression de Yap permet de stimuler la prolifération des cardiomyocytes et d'augmenter la régénération cardiaque. D'après (Papizan & Olson, 2014).              
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diminution de l'expression des différentes kinases de la voie Hippo (Grijalva et al., 2014). Une semaine après l'ablation, le foie retrouve son poids normal et cette étape est coordonnée avec une diminution de l'expression nucléaire de YAP à un niveau basal et une activation de la voie Hippo (Grijalva et al., 2014). De la même façon, chez l'homme, des patients atteints d'une cholestase hépatique avancée caractérisée par des lésions dues à l'acidité de la bile, montrent une très forte expression nucléaire de YAP (Bai et al., 2012). Bien que la modification de l'expression nucléaire de YAP semble parfaitement corréler avec une régénération hépatique, des études supplémentaires sont nécessaires pour véritablement démontrer son rôle dans la régénération de cet organe. 
Régénération du tissu cardiaque  Contrairement au foie, le cœur possède des propriétés de régénération beaucoup plus restreintes. Durant le développement embryonnaire, le cœur possède la capacité de régénérer après une lésion du myocarde mais cette capacité persiste seulement quelques jours après la naissance (Porrello et al., 2011). Suite à une amputation de la zone apicale du cœur ou à une lésion du myocarde, cette régénération embryonnaire est principalement assurée par la prolifération des cardiomyocytes. Ces dernières années, plusieurs publications ont démontré le rôle essentiel de la voie de signalisation Hippo dans la régulation de la prolifération des cardiomyocytes, suscitant ainsi la possibilité que cette voie, et en particulier l'activité de YAP, pourrait améliorer les capacités régénératives du tissu cardiaque (Xin et al., 2012)(Heallen et al., 2011)(von Gise et al., 2012)(Papizan & Olson, 2014). Ainsi, deux équipes ont montré que la surexpression d'une forme constitutivement active de Yap ou l'inactivation de Sav1 ou Lats1/2 était capable d'étendre les capacités de régénération et de réduire temporairement les effets provoqués par une ischémie chez les nouveaux-nés (Figure 61)(Xin et al., 2013)(Heallen et al., 2013). Au contraire, la perte de fonction conditionnelle de Yap dans les cardiomycytes inhibe les processus de régénération (Xin et al., 2013). Cette dernière équipe a également étudié l'implication de Yap dans la prolifération des cardiomyocytes adultes après une lésion. Dans ce cas, les auteurs montrent que la surexpression de Yap à 28 jours permet une meilleure préservation des fonctions cardiaques, augmente la prolifération des cardiomyocytes et diminue la formation de tissus cicatriciels normalement observée après une lésion du myocarde. Des résultats similaires ont été obtenus après l'inactivation de Lats1/2 ou du gène Sav dans les cardiomyocytes adultes avec un taux de prolifération un peu plus important qu'après la surexpression de Yap (Heallen et al., 2013). Ces résultats ont été récemment confirmés par l'utilisation d'autres constructions chez la souris et suggère qu'il pourrait être également à l'origine de la réponse inflammatoire importante dans le processus de régénération  
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(Lin et al., 2014). Malgré tout, ces résultats sont beaucoup moins importants que ceux obtenus lors de la régénération néonatale et restent insuffisant pour assurer un processus de régénération efficace (Lin & Pu, 2014). 
Régénération des membres  Enfin, très récemment, une équipe a utilisé le xénope comme modèle dans le but d'étudier l'implication de YAP dans les processus de régénération. Contrairement aux mammifères, les amphibiens possèdent de grandes capacités régénératives et peuvent régénérer des structures complexes du corps avant la métamorphose. Dans cette étude, les auteurs montrent que l'expression de YAP est augmenté lors du processus de régénération des membres chez le têtard (Hayashi et al., 2014). L'utilisation d'animaux transgéniques exprimant un dominant négatif de YAP réduit la prolifération et induit de l'apoptose de façon ectopique diminuant ainsi l'efficacité de régénération des membres (Hayashi et al., 2014). Pour finir, YAP a également été montré comme essentiel à la régénération des Plathelminthes (Demircan et al. 2013) et à la régénération des pattes chez le criquet (Bando et al., 2009).  Toutes ces données suggèrent que l'effecteur de la voie Hippo, YAP, joue un rôle essentiel au cours des processus de régénération bien que son activation ne soit pas toujours suffisante pour induire une réparation efficace dans tous les tissus, en particulier chez l'adulte. Un des enjeux dans ce domaine est donc de comprendre la différence de mode d'action de ce facteur au cours des processus de régénération durant le développement embryonnaire et post-embryonnaire.  
6. LA VOIE DE SIGNALISATION HIPPO DANS LE SYSTEME 
NERVEUX  Peu de données sont encore disponibles concernant le rôle de la voie de signalisation Hippo dans le système nerveux et les premières études se sont focalisées sur les fonctions de cette voie dans les populations de progéniteurs neuraux au cours du développement. Ces travaux ont donc principalement été réalisés dans le tube neural en formation et la rétine embryonnaire. 
1) La voie de signalisation Hippo dans le tube neural  Dans le tube neural en développement du poulet et du xénope, la surexpression de Yap aboutit à une augmentation importante du nombre de progéniteurs marqués par le gène Sox2  
126  
 
 
Figure 62: La voie de signalisation BMP2/SMAD inhibe la prolifération des cellules souches neurales 
embryonnaires en contrôlant négativement le complexe YAP/TEAD. (A) En absence de stimulation de la voie BMP, SMAD1 et SMAD4 restent dans le cytoplasme. La protéine YAP nucléaire se lie à TEAD et active la transcription de ses cibles comme la cycline D1 provoquant ainsi une augmentation de la prolifération cellulaire. (B) Une activation de la voie BMP provoque la translocation de SMAD1 et SMAD4 qui rentrent alors en compétition avec TEAD dans la fixation de YAP. D'après (Yao et al., 2014). 
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(Cao et al., 2008)(Gee et al., 2011). L'expansion du territoire d'expression du gène Sox2 est associée à une inhibition de l'expression de plusieurs marqueurs de différenciation neuronale comme neuroD ou p27Xic1 nécessaire à la sortie du cycle cellulaire. Dans ces deux études, le facteur de transcription TEAD joue un rôle essentiel dans le contrôle des progéniteurs neuraux. En effet, la surexpression d'une forme de YAP délétée de son domaine d'interaction avec les protéines TEADs n'augmente pas le nombre de progéniteurs suggérant que la fixation du facteur TEAD est essentiel à l'activité de YAP (Cao et al., 2008). Les auteurs montrent que ce phénotype de gain de fonction de Yap/Tead est dû à une accélération du cycle cellulaire associé à un retard de la sortie de cycle. Les mécanismes impliqués dans cette régulation ne sont pas encore connus mais semblent faire intervenir en partie l'activation de régulateurs du cycle cellulaire comme la 
cycline D1. De façon étonnante, l'étude de la perte de fonction de Yap et Tead montre une augmentation de la mort cellulaire par apoptose mais ne modifie pas la prolifération des progéniteurs. Malgré tout, l'inhibition de l'expression de leurs gènes cibles à l'aide des constructions Yap-EnR (Engrailed) et Tead-EnR entraîne une sortie de cycle précoce ainsi qu'une différenciation prématurée des progéniteurs neuraux (Cao et al., 2008). Dans ces modèles, les effets du complexe YAP-TEAD semblent passer par la voie canonique Hippo puisque la perte de fonction des kinases Mst1/2 et Lats1/2 provoque un phénotype similaire. Dans un autre contexte, une autre étude a également mis en évidence le rôle de Yap et de la cycline D1. Dans les cellules souches neurales embryonnaires, les auteurs montrent que la voie du BMP2 inhibe la prolifération cellulaire par l'intermédiaire du complexe YAP/TEAD (Yao et al., 2014). L'activation de la voie BMP favorise l'interaction entre YAP et SMAD1/4 forçant ainsi la localisation cytoplasmique de YAP aux dépens de son interaction nucléaire avec TEAD. Enfin, après avoir démontré que la cycline D1 est une cible directe du complexe YAP/TEAD dans les cellules souches neurales embryonnaires, les auteurs proposent un modèle dans lequel le complexe YAP/TEAD pourrait être un régulateur clé de la prolifération de ces cellules en contrôlant positivement l'expression de la cycline D1 (Figure 62). Chez le poisson, YAP semble également jouer un rôle essentiel dans la neurogenèse (Jiang et al., 2009). Les embryons injectés avec un morpholino anti-Yap présentent une tête de taille réduite et ce phénotype de perte de fonction est associé à une augmentation de la mort cellulaire dans le cerveau comme observé chez le poulet. Enfin, certains composants en amont du cœur de la voie Hippo ont également été impliqués dans la régulation de l'activité de YAP dans le tube neural comme la proto-cadhérine FAT4. L'inhibition de l'expression de Fat4 augmente le nombre de progéniteurs neuraux de façon dépendante de YAP aussi bien chez le poulet que chez la souris (Cappello et al., 2013)(Van Hateren et al., 2011). Récemment, une autre étude a aussi montré que Merlin limite la prolifération des progéniteurs neuraux en régulant négativement l'activité de YAP et TAZ dans la  
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Figure 63: Expression de Yap au cours du développement précoce chez la souris. A chaque stade, une reconstitution 3D est présentée à gauche. Les lignes pointillées et les chiffres indiquent la position et l'angle des coupes montrées à droite. Abréviations utilisées: OV: optic vesicle; OtV: otic vesicle; PA: pharyngeal arch; e: eye; PrP: fusing primary palate: VT: ventral telencephalon. L'expression de Yap est montrée en vert. D'après (Williamson et al., 2014).              
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région dorsal du télencéphale chez la souris (Lavado et al., 2013). L'ensemble de ces données montre que YAP est suffisant pour augmenter la prolifération des progéniteurs neuraux et au contraire inhiber leur différenciation. Les expériences de perte de fonction sont par contre plus complexes à analyser et nécessitent des expériences supplémentaires pour comprendre le rôle de YAP dans la progression du cycle cellulaire des progéniteurs neuraux.  
2) La voie de signalisation Hippo dans la rétine  L'œil est le deuxième modèle que les chercheurs ont utilisé pour étudier le rôle de la voie de signalisation Hippo dans le système nerveux.  
2.1 Expression des effecteurs de la voie Hippo dans l'œil 
 En 2009, une première équipe réalise l'analyse de l'expression de Yap in toto au cours du développement chez le poisson zèbre et montre que ce dernier est fortement exprimé dans le cerveau et les yeux chez ce modèle (Jiang et al., 2009). Une analyse identique a également été faite au cours du développement embryonnaire de la souris. Ces travaux montrent que l'expression de Yap dans l'œil est clairement visible dès le stade 10.5 dpc (particulièrement marquée dans l'extrémité distale des cupules optiques)(Figure 63)(Williamson et al., 2014). Les immunomarquages réalisés par cette même équipe confirme cette expression au sein de la rétine présomptive et montre également une expression au sein de la vésicule cristallinienne et du futur nerf optique. De façon plus précise, Yap semble exprimé dans les progéniteurs rétiniens en prolifération au cours de la première semaine du développement post-natal chez la souris (Huanqing Zhang et al., 2012). Enfin, le développement et la caractérisation de lignées transgéniques rapportrices de l'activité YAP/TAZ/TEAD basée sur le promoteur synthétique 4xGTIIC (contenant 4 sites consensus de fixation de la protéine TEAD) chez le poisson a permis de mettre en évidence une forte activité de ce complexe dans le cristallin et l'EPR (Miesfeld & Link, 2014). L'ensemble de ces données suggère que Yap pourrait jouer à la fois un rôle dans la rétine neurale, l'EPR et le cristallin. 
2.2 Rôle des effecteurs de la voie Hippo dans la rétine  Au début de ma thèse, une étude réalisée chez le poisson zèbre suggéraient déjà que YAP pouvait avoir un rôle essentiel dans le développement des yeux. En effet, le phénotype de perte de fonction de Yap dans ce modèle réduit la taille des yeux des embryons injectés avec un  
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Morpholino, suggérant que YAP pourrait être un régulateur de la prolifération et/ou de la survie cellulaire dans cet organe (Jiang et al., 2009). 
Effets sur la prolifération cellulaire  Une étude fonctionnelle de Yap au cours de la rétinogenèse a été réalisée chez la souris (Huanqing Zhang et al., 2012). Dans ce modèle, la surexpression de Yap permet de prolonger la prolifération dans la rétine post-natale alors que la perte de fonction du gène Yap aboutit à une diminution de l'incorporation de BrdU dans la rétine embryonnaire associée à une différenciation prématurée des progéniteurs rétiniens (Huanqing Zhang et al., 2012). La réalisation d'expériences de surexpression sur les lignées rapportrices de l'activité YAP/TAZ/TEAD décrite précédemment montre que l'injection d'ARNm Yap ou Taz provoque une expression ectopique du rapporteur dans les progéniteurs rétiniens (Miesfeld & Link, 2014).  De façon similaire à la situation décrite dans le tube neural, Yap semble donc suffisant pour induire une prolifération ectopique dans la rétine. Dans un autre contexte, le co-activateur TAZ a été impliqué dans le contrôle de la prolifération des cellules de l'EPR. Les auteurs montrent que TAZ peut se lier à la région promotrice du gène Zeb1, surexprimé au cours de la dé-différenciation des cellules de l'EPR en culture. Cette surexpression semble être responsable de la prolifération ainsi que de l'inhibition de la différenciation de ces cellules. Dans ce contexte, la perte de fonction de Taz empêche ainsi les effets provoqués par la surexpression de Zeb1 lors de la dédifférenciation des cellules de l'EPR en culture (Liu et al., 2010). 
Effets sur le cycle cellulaire 
 Le phénotype d'hyperprolifération observé dans les expériences de gain de fonction du gène Yap dans la rétine est associé à un retard de la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs rétiniens (Huanqing Zhang et al., 2012). Cet effet semble en partie dû à une inhibition de l'expression de 
Neurog2 et Ascl1, deux gènes suffisants pour induire la sortie de cycle et la différenciation neuronale in vitro. Récemment, une équipe a observé indirectement les fonctions de YAP sur le cycle cellulaire dans la rétine. Dans cette étude, les auteurs montrent que la perturbation de la progression et de la sortie du cycle cellulaire obtenue après une perte de fonction des gènes 
Crb1 et Crb2 dans la rétine peut être en partie expliquée par une inhibition de l'expression de 
Yap ainsi que de ses gènes cibles (Pellissier et al., 2013). Cette perturbation consiste essentiellement à une modification de la répartition des cellules dans le cycle avec une diminution du nombre de progéniteurs en phase G1 et au contraire, une augmentation en phase S et G2/M. Enfin, l'inhibition de l'interaction YAP-TEAD, à l'aide d'un agent pharmacologique,  
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Figure 64: Rôle de la voie Hippo dans la balance prolifération/différenciation des photorécepteurs. (A 
gauche) Lorsque la voie Hippo est inactive, YAP active la transcription de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire en association avec le facteur de transcription TEAD. En parallèle, YAP en association avec le facteur RX1 réprime la transcription d'autres gènes comme Otx, Crx ou indirectement la Rhodopsine nécessaire à la différenciation des photorécepteurs. (A droite) Quand la voie Hippo est active, YAP est séquestré dans le cytoplasme et TEAD seul n'est pas capable d'induire la transcritpion des gènes impliqués dans la prolifération. En l'absence de YAP dans le noyau, RX1 peut alors activer la transcription des gènes responsables de la différenciation des photorécepteurs. D'après (Asaoka et al., 2014).   
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dans des cellules de rétinoblastomes en culture semble également modifier la répartition des cellules dans le cycle cellulaire (Brodowska et al., 2014). Alors que le phénotype de gain de fonction de Yap semble clairement aboutir à un retard dans la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs rétiniens, les effets de la perte de fonction sur le cycle cellulaire sont plus difficiles à interpréter. L'inhibition de Yap semble bien perturber la progression du cycle cellulaire mais les données de la littérature ne permettent pas aujourd'hui d'identifier précisément les mécanismes impliqués. 
Effets sur la différenciation des cellules de l'EPR et de la rétine  Le retard de la sortie de cycle observé dans un contexte de gain de fonction Yap a pour conséquence de perturber les processus de différenciation des progéniteurs rétiniens.. La perte de fonction du gène Mst2 ou au contraire la surexpression de Yap entraîne des défauts de pigmentation de l'œil suggérant une perturbation de la différenciation des cellules de l'EPR (Asaoka et al., 2014). Cette même équipe a également observé que la surexpression de Yap inhibe l'expression de facteurs de transcription comme otx5 ou crx. Ces facteurs sont connus comme jouant un rôle important dans la différenciation des photorécepteurs en régulant positivement l'expression de la rhodopsine (Figure 64). L'observation d'une interaction physique entre YAP et RX1 suggère que ce complexe pourrait être à l'origine du contrôle de la balance prolifération/différenciation des photorécepteurs (Asaoka et al., 2014). 
Effets sur la survie cellulaire  Alors que le complexe YAP/TEAD joue un rôle essentiel dans la survie des cellules dans le tube neural en développement, la situation dans la rétine est moins claire. Dans la rétine de souris, l'inhibition du gène Yap augmente de façon très modeste le nombre de cellules en apoptose (Huanqing Zhang et al., 2012). De façon plus surprenante, la voie de signalisation Hippo semble être spécifiquement impliquée dans la survie de certaines cellules différenciées comme les photorécepteurs. En utilisant un modèle expérimental mimant un détachement de la rétine caractérisée par la mort des photorécepteurs, les auteurs ont montré que l'inhibition de la kinase MST2 (mais pas MST1) pouvait réduire significativement ce phénotype (Matsumoto et al., 2014).    
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Effets sur la spécification des progéniteurs rétiniens  Chez la drosophile, la spécification des différentes régions du disque imaginal de l'œil et de l'antenne semble faire intervenir le tri-complexe YKI-SD-HTH (Zhang et al., 2011). Bien que la voie Hippo soit principalement impliquée dans des mécanismes régulant la balance prolifération/différenciation dans un contexte de croissance, elle semble également jouer un rôle dans la spécification des cellules post-mitotiques (Mikeladze-Dvali et al., 2005)(Jukam & Desplan, 2011)(Jukam et al., 2013). Une équipe a ainsi montré que Yki est impliqué dans la différenciation terminale en sous-types cellulaires des photorécepteurs chez la drosophile (Jukam et al., 2013).   
2.3 Rôles des effecteurs de la voie Hippo dans les autres tissus de l'œil   Enfin, la survie et la différenciation d'autres tissus de l'œil sont également perturbées lors de l'inhibition de la voie Hippo. Par exemple, la délétion de Mer dans l'ectoderme présomptif du cristallin chez la souris provoque des défauts de différenciation des fibres associés à un retard de sortie de cycle cellulaire et une augmentation de la mort cellulaire (Wiley et al., 2010). En accord avec ces résultats, un phénotype opposé est observé après une perte de fonction du gène 
Yap (Song et al., 2014).  
2.4 Conclusion  Les données de la littérature sur les deux effecteurs de la voie Hippo dans l'œil sont très récentes mais suggèrent déjà qu'ils jouent des rôles essentiels dans cet organe, aussi bien dans la rétine que dans l'EPR ou le cristallin. Malgré tout, il est encore difficile de comprendre les rôles physiologiques de ces facteurs dans ce modèle en raison de la complexité et du manque de données sur les expériences de perte de fonction. 
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CHAPITRE III: OBJECTIF DE MON TRAVAIL DE THESE  La présence de cellules souches neurales adultes chez les mammifères offre des perspectives de thérapies cellulaires dans le cas de dégénérescence du tissu nerveux et a provoqué un véritable engouement dans le domaine de la biologie des cellules souches ces dernières années. Malgré cela, très peu de choses sont encore connues concernant les mécanismes moléculaires contrôlant toutes les caractéristiques spécifiques de ces cellules. Concernant les cellules souches de la rétine, de nombreux progrès ont été réalisés grâce à l'utilisation de modèles, comme les poissons ou les amphibiens, qui possèdent une population de cellules souches actives même chez l'adulte ainsi que des propriétés régénératives importantes. Ainsi, la rétine du xénope représente un excellent modèle dans le but d'étudier in vivo les mécanismes régissant l'activité des cellules souches durant le développement post-embryonnaire. L'ensemble des objectifs de mon projet détaillés ci-dessous a pour but de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le maintien et la prolifération des cellules souches rétiniennes.  
Objectif n°1: Etude de l'interaction entre les voies de signalisation Wnt et Hedgehog dans la rétine 
post-embryonnaire du xénope.  Comme décrit dans l'introduction, le modèle de la rétine du xénope a permis de mettre en évidence l'implication de certaines voies de signalisation dans la régulation de la prolifération et de la maintenance des cellules souches rétiniennes. Un des objectifs de mon projet de thèse a été d'étudier l'interaction entre ces différentes voies de signalisation déjà connues et étudiées par mon équipe d'accueil de façon indépendante. Ainsi, durant le début de ma thèse, j'ai eu la chance de participer à un projet mené par Caroline Borday, sur lequel j'avais déjà travaillé pendant un stage de licence réalisé au laboratoire. Ce projet nous a permis de mettre en lumière une partie du réseau de signalisation essentiel à la régulation des propriétés des cellules souches rétiniennes durant le développement post-embryonnaire.    
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Objectif n°2: Etude de la voie de signalisation Hippo dans la rétine post-embryonnaire du xénope.  
 L'avancée des travaux sur les interactions entre les voies Wnt et Hedgehog nous a également poussé à mettre en place un nouveau projet visant à agrandir ce réseau. La recherche de voies de signalisation susceptibles de s'intégrer au réseau Wnt/Hedgehog dans les cellules souches rétiniennes a conduit mon équipe d'accueil à s'intéresser à la voie de signalisation Hippo. En effet, de plus en plus de données de la littérature semblent indiquer que le rôle bien connu de cette voie de signalisation sur la croissance tissulaire pourrait être directement lié à un rôle de cette voie sur la maintenance et la prolifération des cellules souches. De plus, en 2011, au début de mon stage de Master sur le sujet, les publications de Fernandez-L et al. et de Varelas et al. suggéraient que cette voie pouvait interagir avec les voies Wnt et Hedgehog. La voie de signalisation Hippo représentait donc un candidat idéal même si aucunes données ne montraient alors que les composants de cette voie étaient bien exprimés au sein de la rétine du xénope. Depuis l'identification de la voie Hippo, le nombre de publication à son propos ne cesse d'augmenter. Pourtant, malgré l'engouement des recherches, les données bibliographiques concernant le rôle de cette voie dans les cellules souches neurales sont très limitées et concernent uniquement la régulation des cellules souches neurales durant le développement embryonnaire. Ainsi, le deuxième axe de recherche de mon projet de thèse a été d'étudier le rôle de cette voie dans les cellules souches de la rétine durant le développement post-embryonnaire. Enfin, étant donné que YAP n'agit pas seul pour activer la transcription des gènes cibles de la voie, mon troisième axe de recherche a été d'identifier son ou ses partenaires dans la rétine du xénope. Sur cette partie, j'ai travaillé en collaboration avec Guillermo Vega Lopez, post-doctorant au laboratoire afin d'identifier les différents partenaires de YAP et de démontrer leurs interactions physiques et fonctionnelles dans notre modèle.    
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CHAPITRE IV: MATERIELS ET METHODES  J'ai fait le choix de rédiger une partie « matériels et méthodes » dans mon manuscrit afin de détailler certaines techniques non couramment utilisés dans les laboratoires de biologie du développement, présentant un protocole complexe ou spécifiquement mis au point dans mon laboratoire d'accueil. Les autres techniques utilisées sont décrites dans chaque article présenté dans la partie résultat de ce manuscrit. 
1. EMBRYONS ET LIGNEE TRANSGENIQUE  Les embryons ont été obtenus par fécondation in vitro à partir des femelles Xenopus laevis du laboratoire. Pour cela, les femelles sont stimulées par une injection d'hormone gonadotrope chorionique la veille de la ponte. Les œufs fécondés destinés à la micro-injection sont ensuite traités avec une solution de cystéine 2% pH8.8 afin de détruire la gangue des embryons. La lignée transgénique rapportrice de l'activité Wnt est une lignée de Xenopus tropicalis (Thi et al., 2010). Cette lignée contient la séquence codante d'une eGFP déstabilisée sous la régulation d'un promoteur portant 8 copies d'une séquence de liaison au facteur de transcription TCF (Figure 65). Les embryons utilisés possèdent une unique copie du transgène.  
2. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES  Des traitements pharmacologiques ont été utilisés afin d'activer ou inhiber les voies de signalisation Wnt, Hedgehog et Hippo. Les voies Wnt et Hedgehog peuvent être activées in vivo par la 6-bromoindirubine-3'-oxime (BIO; 20µM; Sigma) et la purmorphamine (100µM; Calbiochem) respectivement. Au contraire, l'utilisation de l'IWR-1 (50µM; Sigma) et de la cyclopamine (20µM; LC Laboratories) permet d'inhiber ces voies. Les drogues sont directement appliquées dans le milieu d'incubation des embryons durant une période de 24h, excepté pour BIO pour lequel une application d'une heure est suffisant. Les embryons traités avec cette drogue sont donc laissés 23h dans leur milieu d'élevage avant leur fixation. Toutes les drogues sont diluées dans du DMSO. Concernant la perturbation de la voie Hippo, nous avons utilisé un inhibiteur de l'interaction YAP-TEAD, la vertéporfine (Liu-chittenden et al., 2012)(VP, Novartis). Cette drogue, diluée dans l'eau, est directement injectée dans le vitellus des embryons (20mg/kg). 
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Figure 65: Schéma de la construction "pbin8LefdGFP" rapportrice de l'activité Wnt.   
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3. MORPHOLINOS ET PHOTO-MORPHOLINOS INDUCTIBLES  Les oligonucléotides morpholinos anti-sens suivants, spécifiquement produits pour s'hybrider dans la région 5'UTR des transcrits correspondants, ont été utilisés (Gene Tools): - Yap-MO: 5’ TAGGAGACTGTGGGTCACTTCACCA 3’-Lissamine - Pknox1-MO: 5’ ATGATACACTGCCCCTTGGCCTTTC 3’-Lissamine - Yap-AS-photo-MO: 5’ TAGGAGACTGTGPGTCACTTCACC 3’ - Yap-S-photo-MO: 5’ TGAAGTGACPCACAGTCTCC 3’ Les MO suivants ont été utilisés comme contrôle: - Std-MO: 5’ CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 3’ - Yap 5MM-MO (Ctrl1): 5’ TAGCAGAGTGTGGCTCAGTTCACGA 3’-Lissamine - Pknox1 5MM-MO (Ctrl2): 5’ ATCATAGACTGCCCGTTGCCCTTTG3’-Lissamine Le protocole d'utilisation des photo-MO chez le xénope a été mis au point au laboratoire par G. Vega Lopez et moi même selon le protocole publié chez le poisson zèbre (Tallafuss et al., 2012). La destruction des morpholinos inductibles est réalisée grâce à un traitement des embryons aux UV (365nm) durant 10min à l'aide d'un récipient en verre entouré de papier aluminium. L'injection du MO "sens" (Yap1-S-photo-MO) et du MO Yap1 (Yap1-MO) a été réalisé en suivant un ratio 0.9:1.  
4. INCORPORATION DES ANALOGUES DE LA THYMIDINE  L'EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine)(1mM, Invitrogen), le BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) (10mM, Sigma) sont injectés en excès directement dans l'abdomen des embryons anesthésiés à l'aide d'une solution de MS222 (0.4g/L). Le temps d'incorporation varie selon les expériences réalisées. L'EdU a également été utilisé directement en bain dans le milieu d'incubation des embryons (1mM dilué dans du MBS 0.1X) dans les expériences d'EdU cumulatif (voir protocole EdU cumulatif). L'EdU est ensuite révélé sur coupe grâce à l'utilisation d'un kit n'utilisant aucun anticorps (Click-it EdU imaging kits, Invitrogen). La révélation de l'incorporation du BrdU   
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Figure 66: Graphique obtenu après une expérience d'EdU cumulatif. Abréviations utilisées, GF: "growth fraction" (proportion de cellules en prolifération), TC: durée total du cycle cellulaire, TS: durée de la phase S.                  
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a été réalisée en utilisant un anticorps anti-BrdU (1:100, Becton Dickinson). 
5. ANALYSE DES PARAMETRES DU CYCLE CELLULAIRE  Les techniques utilisées pour étudier le cycle cellulaire in vivo sont relativement complexes puisque dans ce cas, les cellules cyclent de manière asynchrone. Elles utilisent toutes le même principe selon lequel la fraction de cellules dans une phase donnée du cycle cellulaire est proportionnelle à la longueur de cette phase par rapport à la durée totale du cycle (Nowakowski 1989). Ces techniques utilisent donc des marqueurs des différentes phases du cycle: un analogue de la thymidine qui s'incorpore durant la phase S du cycle cellulaire et un marqueur des cellules en mitose, le phospho-histone H3 (P-H3).  
1) L'indice mitotique  L'indice mitotique correspond au pourcentage de cellules en phase M, marqué par un anticorps anti-P-H3, au sein de la population de cellules en prolifération. Comme décrit précédemment, le nombre de cellules en phase M (Nm) par rapport au nombre total de cellules en prolifération (Nt) est proportionnel à la durée de la phase M (TM) par rapport à la longueur totale du cycle cellulaire (TC):    𝑁𝑁𝑁𝑁
𝑁𝑁𝑁𝑁
  ∝  𝑇𝑇𝑇𝑇
𝑇𝑇𝑇𝑇
 
Dans notre cas, la réalisation d'une expérience d'un EdU cumulatif en parallèle nous a permis de montrer une augmentation de plusieurs heures de la TC en condition de perte de fonction Yap. La durée de la phase M étant assez courte chez les embryons contrôles, une diminution de cette phase n'est pas suffisante pour expliquer à elle seule ce résultat. Ainsi, la variation de l'indice mitotique observée reflète donc une variation de la durée du cycle cellulaire. 
2) L'EdU cumulatif  La technique de l'EdU cumulatif est une méthode permettant de calculer la longueur totale du cycle cellulaire d'une population donnée ainsi que la durée de la phase S. L'analyse de la proportion de cellules EdU+ au sein de la population en fonction du temps d'incorporation permet d'obtenir une courbe comme représentée sur la figure 66. Les têtards sont injectés avec de l'EdU puis laissés dans un milieu contenant de l'EdU durant des temps croissants, allant de 30min à 72h. La proportion de cellules EdU+ augmente de façon linéaire durant les premiers temps d'incorporation puis atteint un plateau correspondant à la GF (Growth Fraction), la  
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Figure 67: Graphique obtenu après une expérience de PML. TG2: durée moyenne de la phase G2. 
 
Figure 68: Technique du "Nanostring". 
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proportion de cellules en prolifération au sein de la population étudiée. Le temps pour lequel le plateau est atteint correspond à la différence entre la longueur du cycle cellulaire et la durée de la phase S (TC-TS). La proportion de cellules EdU+ au temps t=0 est égale à   𝑇𝑇𝑇𝑇
𝑇𝑇𝑇𝑇
  x GF. Ainsi, ces deux équations à deux inconnues permettent de calculer les valeurs de TC et de TS.  Dans notre expérience, les courbes permettant de calculer la TC et la TS ont été tracées en utilisant la feuille de calcul Excel fournie par le Pr. Richard Nowakowski (Nowakowski et al. 1989). Cette dernière est basée sur une analyse mathématique qui permet d'ajuster le traçage des courbes à partir des données expérimentales obtenues. 
3) La PLM ("Percentage of Labelled Mitotic index")  La technique de l'EdU cumulatif associée à un marquage P-H3 dans le but d'identifier les cellules en phase M permet de calculer la longueur de la phase G2 du cycle cellulaire. Dans ce cas, l'analyse de la proportion de cellules EdU+/P-H3+ en fonction du temps d'incorporation permet d'obtenir une courbe comme représentée sur la figure 67. Le  temps nécessaire pour atteindre un pourcentage de cellules EdU+/P-H3+ de 50%, correspondant au temps pour lequel la moitié des cellules sont passées par la phase S et la phase G2, représente la moyenne de la durée de la phase G2 de la population étudiée.  
4) Calcul du TG1 et du TM  Pour finir, la durée de la phase M (TM) est calculée après détermination de l'indice mitotique, du TC et de la GF selon la formule suivante: Tm= indice mitotique x GF x TC Enfin, la durée de la phase G1 (TG1) peut être déduite grâce à la formule TG1= TC-(TG2+TM+TS).   
6. EXPERIENCE DE "NANOSTRING"  La technique du Nanostring est basée sur l'utilisation de deux sondes spécifiques des cibles que l'on souhaite étudier. La première sonde est une sonde de capture, couplée à la biotine, qui permet d'immobiliser les molécules d'intérêt sur un support dédié au comptage. La deuxième sonde synthétisée est spécifique de la molécule d'intérêt et est couplées à un code barre constitué de 6 fluorochromes de couleurs différentes (Figure 68). Suivant ce principe, nous   
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Figure 69: Liste des gènes cibles analysés dans les expériences de Nanostring.  
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avons analysé l'expression de plus de 90 gènes cibles en condition de perte de fonction Yap (Figure 69). L'extraction des ARNm a été réalisée à partir de têtes de têtards injectés avec un MO contrôle ou le MO Yap1 au stade deux cellules. La première étape consiste en l'hybridation des sondes préalablement conçues sur l'échantillon d'ARN à tester Les complexes sondes-cibles sont ensuite alignés et immobilisés sur une lame spécifique afin d'être lus par un système optique capable d'identifier les codes-couleur ("nCounter")(Figure 68).   
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        RESULTATS 
   
Chapitre V: Etude du réseau génique contrôlant la maintenance des cellules souches de la rétine post-embryonnaire: interaction des voies de signalisation Wnt-Hedgehog.  
Chapitre VI: Analyse fonctionnelle de Yap dans les cellules souches et les progéniteurs de la rétine post-embryonnaire.    
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CHAPITRE V : RESEAU GENIQUE CONTRÔLANT LA 
MAINTENANCE DES CELLULES SOUCHES DE LA RETINE 
POST-EMBRYONNAIRE : INTERACTION DES VOIES DE 
SIGNALISATION WNT/HEDGEHOG  
1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE  Avant mon arrivée au laboratoire, mon équipe d’accueil avait déjà consacré une partie de ses recherches à l’étude des voies de signalisation Wnt et Hedgehog sur le comportement des cellules souches et des progéniteurs rétiniens de façon indépendante. Concernant la voie de signalisation Hedgehog, Smo, Gli2 et Gli3 ont été décrit comme étant des marqueurs des cellules souches de la rétine post-embryonnaire chez le xénope (Perron et al. 2003). Les résultats de l'équipe montre que cette voie joue un rôle ambivalent dans le contrôle du cycle cellulaire en modulant à la fois sur la cinétique et la sortie du cycle cellulaire des précurseurs rétiniens durant l'embryogenèse chez le xénope (Locker et al., 2006). A ce stade, la voie Hedgehog est donc capable d'activer à la fois la prolifération et la différenciation des précurseurs de la rétine. Le modèle imaginait alors proposait que la voie Hedgehog pourrait être responsable de la transition des cellules souches, possédant un cycle cellulaire lent, en cellules progénitrices, qui acquièrent un cycle cellulaire plus rapide avant d'entamer leur différenciation. L'étude de la voie de signalisation Wnt a montré que son activation était capable de stimuler la prolifération des cellules de la ZMC en retardant leur sortie du cycle cellulaire (Denayer et al., 2008). Malgré tout, il était difficile de comparer ces données à celle de la voie Hedgehog étant donné que les stades de développement analysés ainsi que les protocoles de modulation des voies de signalisation utilisés étaient très différents. Les données de la littérature sur ces deux voies dans le cerveau adulte montrent qu'elles semblent posséder des fonctions mitogènes au sein des zones de neurogenèse post-embryonnaire. Cependant, leur interaction fonctionnelle n'avait encore jamais été étudiée. De plus, les données de la littérature concernant l’interaction entre ces deux voies au cours du développement étaient complexes et décrivaient des résultats très différents selon les contextes cellulaires. Ces deux voies peuvent en effet agir à la fois de façon synergique dans certains tissus et de manière antagoniste dans d’autres (Day & Yang 2008)(Campbell et al., 2008)(Alvarez-Medina et al., 2009).  
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Dans ce contexte, Caroline Borday a entrepris le projet d’étudier l’interaction entre ces deux voies dans le contrôle de la prolifération des cellules souches et des progéniteurs de la rétine post-embryonnaire. Ce projet auquel j'ai pu activement participer durant mes différents stage de L2, de Master et durant la première partie de ma thèse visait à comprendre comment les voies de signalisation Wnt et Hedgehog agissent et se coordonnent afin de contrôler l'équilibre prolifération/différenciation des cellules souches de la rétine post-embryonnaire.  
2. RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS 
Publication associée à ce chapitre: (2012) Borday C, Cabochette P, Parain K, Mazurier N, Janssens S, Tran HT, Sekkali B, Bronchain O, Vleminckx K, Locker M, Perron M. Antagonistic cross-regulation between Wnt and Hedgehog signalling pathways controls post-embryonic retinal proliferation. Development 139(19) :3499-509. 
 
   
1) Effets de la perturbation des voies Wnt et Hedgehog sur la 
prolifération dans la rétine post-embryonnaire  Compte tenu des données de la littérature montrant que les voies Wnt et Hedgehog possèdent une activité mitogène dans le cerveau adulte, la première étape de ce projet a été de confirmer cette fonction au sein de notre modèle. Pour cela, nous avons utilisé différents agents pharmacologiques ,que j'ai mis au point in vivo chez le xénope, dans le but de perturber les voies Wnt et Hh et d'analyser ensuite les effets de ces perturbations sur l'incorporation de BrdU. Comme attendu, l'activation de la voie Wnt entraîne bien une augmentation du nombre de cellules BrdU positives au sein de la ZMC alors qu'au contraire, son inhibition réduit cette incorporation. De façon surprenante, l'activation de la voie Hedgehog aboutit à un phénotype similaire à celui obtenu après une inhibition de la voie Wnt et son inhibition augmente au contraire le nombre de cellules BrdU positives dans la ZMC. De plus, l'ensemble des combinaisons étudiées d'activation ou d'inhibition simultanées montre que ces deux voies ont des effets opposés sur la prolifération et que les phénotypes générés par l'activation d'une voie sont abolis par la co-activation de l'autre. Ces résultats nous ont donc permis de conclure 
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que, contrairement à leurs activités mitogènes mis en évidence de façon indépendante dans le cerveau adulte, les voies Wnt et Hedgehog ont des effets totalement opposés sur la prolifération cellulaire dans la rétine post-embryonnaire chez le xénope.  
2) Détermination des territoires d'expression des ligands Wnt et 
Hedgehog  Dans le but d'étudier le rôle physiologique des voies Wnt et Hedgehog et de savoir si leurs effets opposés sur la prolifération des cellules de la ZMC pourrait refléter une éventuelle régulation endogène, Caroline Borday a ensuite cherché à identifier les sources de ligands Wnt et Hedgehog dans la rétine post-embryonnaire chez le xénope. Les résultats montrent que les ligands Wnt (Wnt2b,Wnt3a, Wnt7b, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b et Wnt16) s'expriment à proximité de la niche des cellules souches de la rétine, alors qu'au contraire, les ligands Hedgehog (Shh, Ihh et Dhh) s'expriment dans des territoires complètement exclusifs, situés plus centralement au sein de la rétine post-embryonnaire. Les morphogènes Wnt et Hedgehog émanent donc des pôles opposés de la ZMC suggèrant que de potentiels gradients opposés pourraient exister au sein de cette zone. 
3) Effets des voies Wnt et Hedgehog sur leur activité réciproque  Dans le but de d'étudier les interactions fonctionnelles entre les voies Wnt et Hedgehog, la stratégie expérimentale utilisée a consisté à perturber l'activité d'une des voies et d'analyser les conséquences sur l'activité de l'autre. La modulation des voies de signalisation Wnt et Hedgehog a été réalisée grâce à l'utilisation d'outils génétiques et pharmacologiques. Les résultats de cette partie ont montré que les voies de signalisation Wnt et Hedgehog ont des impacts opposés l'une sur l'autre. En effet, l'activation de la voie Wnt inhibe l'expression des cibles transcriptionnelles de la voie Hedgehog alors qu'au contraire, l'activation de la voie Hedggehog réprime l'expression d'un gène rapporteur de l'activité Wnt dans des animaux transgéniques. L'inhibition réciproque de ces deux voies appuie donc fortement l'hypothèse de l'existence de deux gradients opposés au sein de la niche des cellules souches de la rétine post-embryonnaire.      
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4) Identification des acteurs moléculaires à l'origine de l'inhibition 
réciproque des voies Wnt/Hedgehog  Enfin, la dernière partie de ce projet a eu pour but d'identifier les mécanismes moléculaires à l'origine de cette régulation qui relient fonctionnellement les voies de signalisation Wnt et Hedgehog. Les résultats mettent en évidence deux acteurs essentiels à cet antagonisme mutuel, les facteurs Sfrp1 (inhibiteur de la voie Wnt) et Gli3 (répresseur de la voie Hedgehog). Sfrp1 est un gène cible de la voie Hedgehog nécessaire à sa fonction inhibitrice sur la voie Wnt alors que 
Gli3 est essentiel à la voie Wnt pour réprimer la voie de signalisation Hedgehog.  
3. CONCLUSIONS  L'ensemble de ces données a permis de mettre en évidence les activités antagonistes des voies de signalisation Wnt et Hedgehog sur l'activité proliférative des cellules de la ZMC. Ces résultats suggèrent que les fonctions antagonistes de ces deux voies pourraient être responsables de la fine régulation du niveau de prolifération des cellules de la ZMC et sont donc des composants clés de la niche des cellules souches de la rétine post-embryonnaire.     
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CHAPITRE VI : ANALYSE FONCTIONNELLE DE YAP DANS LES 
CELLULES SOUCHES ET LES PROGENITEURS DE LA RETINE 
POST-EMBRYONNAIRE   
1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE  En parallèle du projet sur l'interaction des voies Wnt/Hedgehog, j'ai eu la chance de pouvoir initier un nouveau projet au laboratoire ayant pour but d'agrandir le réseau de signalisation responsable de la maintenance et de la prolifération des cellules souches de la rétine post-embryonnaire. La voie de signalisation Hippo s'est alors révélée être un candidat idéal pour compléter ce réseau. Au début du projet, cette voie était décrite dans la littérature comme jouant un rôle essentiel dans la régulation de la taille des organes au cours du développement en modulant à la fois la prolifération et la survie cellulaire. Quelques travaux suggéraient également que cette voie était impliquée dans le contrôle de la prolifération de certaines populations de cellules souches, comme les cellules souches intestinales (Shaw et al., 2010)(Karpowicz et al., 2010) ou encore les cellules souches embryonnaires (Lian et al., 2010) et qu'elle interagissait avec d'autres voies de signalisation, incluant les voies Wnt/Hedgehog (Fernandez-L et al., 2009)(Varelas, Miller, et al., 2010). Compte tenu de ces données, l'étude de la voie de signalisation Hippo paraissait incontournable dans le cadre de l'étude des mécanismes moléculaires régissant le comportement des cellules souches de la rétine. Cependant, lors de l'initiation du projet, aucune donnée n'était encore disponible sur cette voie chez le xénope. Un résultat encourageant obtenu chez le poisson montrait tout de même que la perte de fonction de 
Yap aboutissait à la formation d'embryons possédant une tête et des yeux de taille réduite (Q. Jiang et al., 2009). Quelques mois plus tard, les patrons d'expression in toto des deux effecteurs de la voie Hippo, Yap et Taz ont été publiés au cours du développement de Xenopus tropicalis (Nejigane et al., 2011) et venaient alors confirmer mes premiers résultats d'hybridation in situ réalisées durant mon stage de Master montrant que les différents composants du cœur de la voie était bien exprimés dans la rétine post-embryonnaire du xénope. Dans ce contexte, l'objectif premier de mon projet a donc été de comprendre le rôle de la voie de signalisation Hippo dans la rétine post-embryonnaire en se focalisant sur l'effecteur YAP.   
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Figure 70: Patron d'expresssion des différents composants de la voie de signalisation Hippo chez Xenopus 
laevis. Coupes transversales de rétines au stade 40 réalisées après une hybridation in situ avec les différentes sondes indiquées au-dessus de chaque photo. Les lignes en pointillées délimitent l'aire d'expression des différents gènes analysés. La barre d'échelle représente 40µm. L: lens.   
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2. RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS 
Publication associée à ce chapitre (prévue en décembre): 
Cabochette P, Vega-Lopez G, Bitard J, Parain K, Chemouny R, Masson C, Hedderich M, Henningfeld K, Borday C, Locker M, Bronchain O, Perron M. YAP controls retinal stem cell DNA replication timing and genomic stability.   
 
1) Analyse de l'expression des composants de la voie de signalisation 
Hippo dans la rétine post-embryonnaire  Etant donné l'absence de données dans la littérature concernant la voie de signalisation Hippo dans la rétine des amphibiens, la première étape de ce projet a été d'identifier les différents composants de la voie chez Xenopus laevis et d'analyser leurs patrons d'expression. Des expériences d'hybridation in situ ont ainsi montré que les différentes kinases de la voie Mst1  et 
Lats, les facteurs de transcription Tead1 et Tead3, ainsi que le co-activateur Taz sont exprimés de façon diffuse dans toute la ZMC incluant à la fois les cellules souches et des progéniteurs rétiniens (Figure 70). De façon intéressante, contrairement à Taz, Yap s'exprime fortement et de façon très restreinte dans la région la plus périphérique contenant les cellules souches (Figure 70). Ce patron d'expression suggère donc que Yap pourrait jouer un rôle dans le comportement des cellules souches rétiniennes. Ces résultats nous ont donc poussé à mettre de côté l'étude fonctionnelle de Taz pour nous focaliser sur celle de Yap. Nos résultats identifient Yap comme un nouveau marqueur des cellules souches de la rétine post-embryonnaire.   
2) Etude du rôle de Yap dans les cellules souches de la rétine post-
embryonnaire  L'étude fonctionnelle de Yap dans la rétine post-embryonnaire a été initié par des approches de gain et de perte de fonction. La surexpression de Yap provoque des phénotypes d'excès de croissance, particulièrement visibles au niveau de la tête et des yeux des têtards injectés. En     
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accord avec les données de la littérature, ce phénotype est associé à une diminution de la mort cellulaire et une augmentation de la prolifération dans la rétine post-embryonnaire. Au contraire, la perte de fonction de Yap aboutit à une forte réduction de la taille des yeux associée une réduction de l'incorporation d'EdU dans la rétine post-embryonnaire. La mise au point d'une nouvelle technique de Morpholinos inductibles chez le xénope nous a permis de démontrer que ce phénotype était bien du à un effet de Yap durant les stades post-embryonnaires et non à d'éventuels défauts développementaux précoces. De plus, des expériences de transplantation de vésicules optiques nous ont permis de démontrer le caractère tissu-autonome de ce phénotype de petit œil.Le phénotype de diminution de l'incorporation d'EdU observé après une perte de fonction du gène Yap nous a conduit à proposer une première hypothèse selon laquelle Yap pourrait être un facteur essentiel dans le maintien de la population de cellules souches rétiniennes dans laquelle il s'exprime. La disparition de cette population de cellules pourrait en effet réduire progressivement le nombre de progéniteurs en prolifération au sein de la ZMC et donc expliquer l'observation d'une diminution de l'incorporation d'EdU dans nos expériences. Plusieurs observations sont venues contredire cette hypothèse: Après une perte de fonction Yap: (i) les différents marqueurs de cellules souches connus sont toujours exprimés, (ii) le nombre de cellules au sein de la ZMC ne change pas et (iii) l'expression de la protéine PCNA, marqueur de l'ensemble des cellules en prolifération quelque soit la phase du cycle cellulaire dans laquelle elle se trouve, n'est pas modifié. Ces résultats nous ont donc amené à comprendre comment une réduction de l'incorporation de l'EdU pouvait être observée si toutes les cellules de la ZMC étaient bien présentes et continuaient de proliférer? 
2.1 La perte de fonction de Yap provoque un raccourcissement de la phase S du cycle 
cellulaire des cellules souches de la rétine post-embryonnaire  L'hypothèse pouvant répondre à cette question et que YAP pourrait jouer un rôle dans le contrôle de la cinétique du cycle cellulaire des cellules souches de la rétine. Etant donné que l'EdU s'incorpore durant la phase S du cycle cellulaire, deux hypothèses jouant sur la cinétique du cycle peuvent expliquer notre phénotype:  - soit l'inhibition de Yap provoque un allongement des phases G1 et G2 réduisant ainsi la probabilité de marquer les cellules avec de l'EdU durant un temps court d'incorporation. - soit l'inhibition de Yap raccourcie la durée de la phase S réduisant également la probabilité de marquer les cellules dans cette phase. 
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Figure 71: Organisation des foyers de réplication au cours de la phase S du cycle cellulaire. Immunomarquage utilisant un anticorps anti-BrdU après une incorporation de 30min sur des cellules en culture (en bas). La figure montre le marquage obtenu sur des cellules en début de phase S (à gauche) et en fin de phase S (à droite). L'ADN des cellules est également visualisé grâce à un marquage TO-PRO3.  D'après (Casas-Delucchi et al., 2011).  
 
Figure 72: Organisation générale de la réponse cellulaire aux dommages de l'ADN. La réponse aux dommages de l'ADN commence par la détection de la lésion par des senseurs (en rose, réponse spécifique des cassures double-brins; en marron, des cassures simple-brins). Ces senseurs permettent de recruter rapidement les kinases ATM et ATR qui sont responsables de la phosphorylation de H2AX et donc de la formation de foci, consécutifs au recrutement de nombreux médiateurs. L'amplification du signal qui en résulte permet l'activation des transducteurs, principalement des kinases, qui à leur tour, activent ou inhibent les effecteurs de la réponse cellulaire. Leur action définit la nature de cette réponse: arrêt du cycle, réparation et/ou mort cellulaire.   
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L'analyse du cycle cellulaire des cellules de la ZMC et plus spécifiquement des cellules souches in 
vivo grâce à des expériences d'EdU cumulatif révèle en effet que l'inhibition de Yap provoque une augmentation de la longueur totale du cycle cellulaire principalement dû à un allongement de la phase G1. Cependant, nous avons également observé un raccourcissement important de la longueur de la phase S. Ce dernier résultat étonnant suggère que l'absence de Yap raccourcit le processus de réplication de l'ADN des cellules souches rétiniennes. Une modification du nombre d'origines de réplication activées pourrait expliquer ce raccourcissement.  La réplication des chromosomes débute en de très nombreux sites sur l'ADN appelés origines de réplication. L'activation différée de ces différents sites est un processus finement régulé dans le temps au cours de la phase de synthèse qu'il est possible de visualier. En effet, la distribution ainsi que la taille et la forme des foyers de réplication changent au cours de la phase S (Figure 71). Au début de cette phase, les foyers sont répartis dans l'ensemble du noyau et sont de petite taille alors qu'au contraire, en fin de phase S, ils se concentrent en gros granules beaucoup moins nombreux. Dans un contexte de perte de fonction du gène Yap, cette analyse a permis de montrer une très forte réduction du nombre de cellules présentant un profil de réplication "tardif", suggérant une accélération du programme de réplication. L'identification des mécanismes moléculaires pouvant expliquer cette réduction de la longueur de la phase S nous a conduit à  nous intéresser au gène c-Myc, dont la surexpression est décrite dans la littérature comme responsable de la suractivation des origines de réplication (Dominguez-Sola et al., 2007). Dans notre modèle, une importante augmentation de l'expression de ce gène a été observé dans la ZMC des têtards morphants Yap.  
2.2 La perte de fonction du gène Yap à l'origine d'instabilités génomiques dans les 
cellules de la ZMC.  Un défaut dans la coordination des événements qui contrôlent le programme temporel de réplication perturbe le maintien de l'intégrité du génome. L'ensemble des résultats précédents nous ont donc conduit à émettre l'hypothèse que l'inhibition de Yap pourrait être à l'origine de dommages de l'ADN conduisant à l'activation de la "replication stress pathway" ATR/ATM/p53 (Ataxia Telangiectasia and RAD3 related )(Ataxia Telangiectasia mutated)(Figure 72). En cas d'anomalies, l'activation de cette voie constituée de plusieurs médiateurs comme l'histone 
γH2AX (Histone 2A family, member X) déclenche les processus de réparation ou de mort cellulaire. En accord avec cette hypothèse, nos résultats montrent que l'inhibition de Yap induit une augmentation de l'expression de l'histone γH2AX. ainsi que du nombre de cellules en apoptose dans la ZMC. 
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2.3 Identification des acteurs moléculaires à l'origine du phénotype de perte de 
fonction de Yap.  La réalisation d'une expérience de nanostring en condition de perte de fonction Yap nous a permis d'identifier certains acteurs moléculaires qui pourraient être en partie responsable du phénotype obtenu. Les résultats montrent en particulier une forte augmentation de l'expression des gènes p53 et p21. p53 possède de nombreuses fonctions cellulaires, il est notamment un composant essentiel de la "replication stress pathway" décrite précédemment. Dans ce contexte, son activation est responsable de l'induction de la mort cellulaire en cas de détection de dommages de l'ADN sévères. Il pourrait ainsi être à l'origine de l'apoptose observé dans la ZMC suite à une inhibition de Yap. Enfin, p21 est un membre de la famille Cip/Kip et l'un des principaux médiateurs de l'arrêt du cycle cellulaire en inhibant la transition G1-S en réponse à divers stress cellulaires. L'augmentation de son expression pourrait donc expliquer l'augmentation de la durée de la phase G1.  
3) Identification des partenaires de YAP dans la rétine post-
embryonnaire  Enfin, l'objectif de la dernière partie de ce projet a été de comprendre le mode d'action de YAP en identifiant son (ou ses) différents partenaire(s) dans la rétine post-embryonnaire. YAP ne possède pas de domaine de liaison à l'ADN et doit donc se lier à divers facteurs de transcription afin de réguler la transcription de ses gènes cibles. La recherche de partenaires candidats nous a conduit à l'étude d'un autre facteur de transcription, PKNOX1 (Pbx/knotted-1 homeobox) aussi connu sous le nom PREP1 (Pbx regulating protein-1). Ce facteur de transcription de la famille Meis/Prep, connu dans la littérature comme un facteur impliqué dans le maintien de la stabilité génomique (Iotti et al., 2011) est l'homologue d'Homothorax chez la drosophile, connu pour interagir avec l'homologue de YAP (Peng et al., 2009b). La caractérisation fonctionnelle de ce candidat a permis de monter que: (i) Pknox1 s'exprime au sein de la zone des cellules souches de la rétine post-embryonnaire, (ii) que sa perte de fonction conduit à un phénotype similaire à celui obtenu lors de la perte de fonction Yap, (iii) que Yap et Pknox1 agissent de façon synergique sur la prolifération des cellules de la ZMC, et enfin, (iv) que ces derniers interagissent physiquement in vitro.   
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3. CONCLUSION  Nos données montrent que YAP est exprimé dans les cellules souches de la rétine post-emrbyonnaire et qu'il interagit fonctionnellement  avec le facteur de transcription PKNOX1. Ces deux facteurs sont capables d'interagir physiquement l'un avec l'autre in vitro. Les résultats de l'analyse fonctionnelle de YAP montrent que ce facteur est essentiel au maintien du bon déroulement du programme temporel de la phase S des cellules souches rétiniennes et du maintien de leur stabilité génomique. Cette caractéristique particulière de posséder une longue phase de réplication est observée dans différentes populations de cellules souches. Ce processus est souvent interprété dans la littérature comme une précaution que ces cellules acquièrent afin d'assurer la qualité de leur synthèse d'ADN et de limiter la transmission de mutations à leur descendance. L'ensemble de nos données suggère donc que le complexe YAP/ PKNOX1 pourrait être essentiel à ce contrôle indispensable.    
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Summary 
The adult frog retina retains a reservoir of active neural stem cells that contribute to 
continuous eye growth throughout life. We found that Yap, a downstream effector of the 
Hippo pathway, is specifically expressed in these stem cells. Yap knock-downleads to an 
accelerated S-phase, a phenotype likely mediated by upregulation of c-Myc. This is associated 
with an increased occurrence of DNA damage and eventually p53-p21 pathway-mediated cell 
death. Finally, we identified PKNOX1, a transcription factor involved in the maintenance of 
genomic stability, as a functional and physical interactant of YAP. Altogether, we propose 
that YAP is required in adult retinal stem cells to regulate the temporal firing of replication 
origins and quality control of replicated DNA. Our data reinforce the view that specific 
mechanisms dedicated to S-phase control are at work in stem cells to protect them from 
genomic instability.  
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Highlights 
 
• YAP expression in retinal stem cells is required for post-embryonic retinal growth 
• YAP regulates retinal stem cell DNA replication timing program 
• YAP is crucial for the maintenance of genomic stability 
• YAP functionally and physically interacts with PKNOX1 
 
 
eTOC Blurb 
 
Resident neural stem cells of the frog retina allow for continuous post-embryonic retinal growth. 
Based on loss of function analyses, the authors propose a model where YAP, the effector of the Hippo 
pathway, would control the temporal replication program in S-phase. This would ensure genomic 
stability in retinal stem cells. 
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INTRODUCTION 
 
Adult stem cell maintenance is required to sustain long-term preservation of tissue homeostasis. In the 
fish or amphibian retina, a continuously proliferating peripheral domain called ciliary marginal zone 
(CMZ) (Perron et al., 1998; Wetts et al., 1989) was recently formally demonstrated to contain genuine 
multipotent and self-renewing neural stem cells (Centanin et al., 2011). The CMZ not only ensures 
cell replacement, but also contributes to life-long growth of the eye through the permanent generation 
of all retinal cell types. The CMZ thus represents an ideal model for dissecting molecular cues 
underlying retinal stem cell properties in vivo. Such knowledge is essential for the development of 
innovative therapeutic strategies based on the mobilization and targeted activation of endogenous 
neural stem cells for tissue repair. 
The Hippo pathway effector yes-associated protein (YAP) was identified as a major regulator of organ 
growth through its actions on embryonic precursor cells (Lian et al., 2010; Ramos and Camargo, 
2012). YAP function in adult stem cells, however, remains unclear. For instance, Yap overexpression 
increases self-renewal of airway basal stem cells (Zhao et al., 2014). In contrast, it surprisingly leads 
to a loss of intestinal stem cells (Barry et al., 2013), while being seemingly neutral regarding the 
quantity and function of hematopoietic stem cells (Jansson and Larsson, 2012). Inactivation studies 
further suggested that Yap is largely dispensable in a physiological context for the homeostasis of 
several adult organs such as the mammary gland, pancreas or intestine (Azzolin et al., 2014; Cai et al., 
2010; Chen et al., 2014; Zhang et al., 2014). Yap is however implicated in tissue regeneration but its 
effects are controversial (Barry et al., 2013; Cai et al., 2010). Thus, the role of YAP in vertebrate adult 
stem cells may likely be context-dependent and clearly deserves further investigation. Since its 
function in adult neural stem cells is presently unknown, we took advantage of the Xenopus CMZ 
model system and investigated whether Yap is involved in the maintenance of an active pool of retinal 
stem cells in the continuously growing post-embryonic frog eye. Although YAP gain of function led 
quite expectedly to CMZ cell overproliferation, the loss of function analysis revealed a more complex 
phenotype. Indeed, we found that stem cells were still present but exhibited aberrant cell cycle 
progression. In particular, DNA replication timing was found to be altered leading to a dramatic S-
phase shortening. This correlates with increased DNA damage and eventually cell death. We also 
found that YAP functionally and physically interacts with PKNOX1, a transcription factor required to 
maintain genomic stability (Iotti et al., 2011a).  
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RESULTS 
 
Yap is expressed in slow dividing stem cells of the post-embryonic retina 
In situ hybridization revealed that in the post-embryonic retina, Yap is expressed in the most 
peripheral stem cell-containing region of the CMZ (Figure 1A, B). We also performed 
immunostaining using an antibody whose specificity was assessed in a loss of function background, 
i.e. in tadpoles injected with Yap Morpholinos (Yap-MO; Figure S1A; see also Figure S1B-D for 
efficiency and specificity evaluation of Yap-MO). YAP protein could be detected in both the nuclei 
and cytoplasm of stem cells located at the tip of the CMZ. Of note, we also found YAP labeling in 
Müller glial cells (Figure 1C). To delineate more precisely the Yap expression domain, we co-labeled 
Yap and proliferative cells (Figure 1D). A short EdU pulse was performed allowing slow dividing 
stem cells to be distinguished from fast proliferating transit amplifying progenitors in the CMZ (Xue 
and Harris, 2011). Yap staining was found to be prominent in EdU-negative stem cells and in the most 
peripheral EdU-positive cells (young progenitors). The staining then waned in more central older 
progenitor cells. Together, these findings underscore the efficacy of both the YAP antibody and Yap-
MO as well as highlight the presence of YAP in post-embryonic retinal stem cells within the CMZ. 
Yap overexpression promotes post-embryonic eye overgrowth 
To investigate Yap function in the post-embryonic retina, we first undertook a gain of function 
approach by the means of mRNA injection at the two-cell stage. Yap- overexpressing tadpoles 
displayed eye overgrowth on the injected side (Figure 1E, F). This phenotype prompted us to analyze 
the impact of Yap on both cell death and proliferation. We found that Yap overexpression results in 
both a decreased number of TUNEL positive cells (Figure 1G, H) and a dramatic expansion of the 
EdU-positive cell population (Figure 1I, J). The overproliferative phenotype was strongly exacerbated 
upon overexpression of a Yap mutant construct where Ser-98 was replaced by an alanine (YapS98A) 
(Figure 1I). This residue (Ser-127 in mammalian YAP) is a conserved Lats phosphorylation site that 
has been shown to mediate the growth-suppressive output of the Hippo signaling cascade in vivo 
(Zhao et al., 2007). Together, these data reveal that Yap-dependent retinal overgrowth is likely caused 
by enhanced cell survival and cell proliferation. 
Yap knockdown reduces post-embryonic eye size 
We next sought to determine whether Yap is essential for post-embryonic retinal growth by knocking 
it down using Yap-MO. The Morpholino concentration was chosen to efficiently decrease YAP 
quantity (as inferred fromWestern-blot analysis Figure S1B), while avoiding previously described 
early embryonic defects (Gee et al., 2011). In these conditions, morphant tadpoles developed but 
exhibited significantly reduced eye size compared to controls (Figure 2A,B). Importantly, this 
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phenotype was restored upon co-injection of Yap-MO with non-targetable Yap mRNAs, demonstrating 
specificity (Figure S1C). To exclude potential growth impairment at the level of the whole organism 
and assess the tissue autonomy of eye size defects, we performed optic vesicle isotopic and isochronic 
graft experiments (Figure 2C). When the optic vesicle of a control tailbud was transplanted into an 
enucleated morphant embryo, it nevertheless reached a normal size. In contrast, Yap-MO optic 
vesicles grafted in a control host generated smaller eyes, which is in accordance with Yap knockdown 
effects being eye autonomous. 
Finally, to address whether the reduced eye size was due to abnormal embryonic morphogenesis or to 
post-embryonic growth defects, we adapted in Xenopus the use of photo-cleavable Morpholinos 
(photo-MO). This technology, previously set up in zebrafish (Tallafuss et al., 2012), allows for an 
inducible orreversible control of gene knockdown through UV-induced cleavage of either sense or 
antisense photo-MOs (see details in Figure S2A). We found that restoring YAP function at late 
embryogenesis, following knockdown during development, leads to tadpoles with normal sized eyes 
(Figures 2B and S2B-D). This supports the hypothesis that the Yap-MO phenotype is not the indirect 
consequence of developmental morphogenetic defects. In line with this, conditional Yap knockdown 
starting at late retinogenesis was found to be sufficient to obtain embryos displaying a small eye 
phenotype (Figures 2B and S2B, E, F). Together, these data point to a specific role for YAP in the 
homeostatic control of post-embryonic retinal growth. 
Yap knockdown impedes retinal stem cell proliferative activity 
To investigate the cause of eye size reduction in Yap morphant tadpoles, we determined the level of 
proliferation within the CMZ. Yap-MO-injected tadpoles harbored a significantly decreased number of 
EdU+ cells compared to a control situation (Figure 2D, E). The same was true when Yap knockdown 
was conditionally induced from late embryogenesis (Figure S3). The difference in EdU-labeling 
between control and Yap morphant tadpoles was even more pronounced at the tip of the CMZ where 
stem cells reside and Yap expression is the strongest (Figure 2E). We thus reasoned that Yap 
knockdown might decrease the number of proliferative cells in the CMZ as a consequence of stem cell 
depletion. Using in situ hybridization, we examined the expression of several retinal stem and 
progenitor cell markers. Surprisingly, stainings observed in Yap-MO-injected tadpoles were similar to 
control ones, indicating that both stem and progenitor cell populations were still present (Figure 2F 
and data not shown). Accordingly, neither the total number of cells within the CMZ nor the size of the 
proliferative cell population (PCNA labeled) was significantly affected (Figure 2G-J). Together, these 
data indicate that Yap knockdown does not induce stem/progenitor cell exhaustion but rather alters the 
relative proportion of time these cells spend in S-phase of the cell cycle. 
 
208  
Yap loss of function affects cell cycle progression within the CMZ 
The observed phenotype suggests that cell cycle kinetics of retinal stem/progenitor cells is perturbed 
in morphant tadpoles. As a first global approach to test this hypothesis, we evaluated the mitotic index 
in the whole post-embryonic CMZ using the mitotic marker phospho-histone H3 (PH3; Figure 3A, B). 
We found that compared to the control, Yap knockdown results in a significantly lower percentage of 
mitotic cells per section, which is suggestive of a longer total cell cycle length. To further investigate 
cell cycle progression defects at the level of the whole CMZ, we then measured G2 length using the 
percentage of labeled mitosis (PLM) paradigm (Cai et al., 1997; Locker et al., 2006; Quastler and 
Sherman, 1959) (Figure 3C-E). As expected from the asynchrony among retinal cells in the CMZ, the 
percentage of PH3/EdU-labeled cells increased sigmoidally with increasing EdU exposure times, 
before reaching a plateau (Figure 3E). Noticeably, the PLM was consistently lower at each time point 
in Yap morphant retinas compared to control ones, indicating a delayed S- to M-phase progression. 
We estimated that the mean G2 length (TG2; see Experimental Procedures for details) doubled in Yap 
morphant retinas compared to the control (from approximately 2 to 4 hours). It thus appears that Yap 
knockdown results in perturbed cell cycle kinetics within the CMZ. 
Yap loss of function affects S-phase duration in retinal stem cells 
In order to specifically measure total cycle length (TC) of retinal stem cells, we next turned to a 
cumulative labeling assay (Nowakowski et al., 1989), a well-established technique that also allows 
evaluating S-phase (TS) length (see Experimental Procedures for details). As shown in Figure 3F, the 
labeling index (LI) in the linear part of the curve was consistently lower in Yap morphant retinal stem 
cells compared to control ones. Calculation of TC confirmed the hypothesis of extended cell cycle 
duration following Yap-Mo injection. Surprisingly, it also revealed a dramatic reduction of S-phase 
length in morphant cells (Figure 3G).  
Such unexpected S-phase shortening prompted us to further investigate the underlying molecular 
mechanisms. In eukaryotes, origins of replication are activated throughout the S-phase in a temporally 
controlled manner such that some origins fire early and others fire late. The c-Myc proto-oncogene has 
been shown to accelerate S-phase by inducing premature origin firing initiation and increasing origin 
density (Robinson et al., 2009; Srinivasan et al., 2013). In situ hybridization analysis and Q-PCR 
revealed an upregulation and expansion of c-Myc expression in the CMZ of the Yap morphant retina 
(Figure 4A-C). This may account, at least in part, for the S-phase length shortening. To strengthen this 
hypothesis, we examined EdU-labeled replication foci at the tip of the CMZ. Their abundance and 
distribution, as classically observed in synchronized cultured cells, are indeed known to differ between 
early (numerous small foci located throughout the nucleus) and mid/lateS-phase (limited number of 
large foci; Figure 4D) (van Dierendonck et al., 1989; Koberna et al., 2005). In the control situation, we 
found both early and late patterns within the stem cell population of the CMZ. In contrast, the 
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proportion of cells in mid/late S-phase was dramatically reduced in Yap morphant cells (Figure 4E, F). 
Altogether, these data highlight that loss of YAP function in retinal stem cells alters their temporal 
program of DNA replication and pointsto c-Myc as a potential actor in this process. 
Yap loss of function induces DNA damage 
DNA replication stress results in DNA damage and consequent genomic instability (Zeman and 
Cimprich, 2014). We thus examined the expression of phosphorylated histone H2AX (γ-H2AX), the 
most sensitive marker for DNA double-strand breaks. The number of γ-H2AX-positive cells was 
significantly increased in Yap-MO-injected CMZ compared to controls (Figure5A, B). Since extensive 
DNA damage may trigger apoptosis, we next turned to a TUNEL assay and found that cell death was 
indeed severely increased in morphant retinas (Figure 5C, D). Surprisingly, the majority of apoptotic 
cells was found at “the exit” of the CMZ close to the neural retina, and not in its most peripheral part 
where Yap is expressed. This strongly suggests that apoptosis occurs as a secondary consequence in 
late progenitor cells generated from stem cells that experienced YAP function inhibition. 
As stated above, the number of CMZ cells is not significantly changed in Yap morphant tadpoles and 
therefore retinal growth impairment cannot be simply explained by a depletion of the stem/progenitor 
pool. To foresee whether the increased cell death at the “exit” of the CMZ could contribute to the 
reduced eye size, proliferating CMZ cells were pulse-labeled and their progeny chased and counted in 
the three retinal layers (Figure 5E). As expected, we found that fewer neurons were generated in a 2-
day period in Yap morphant retinas compared to control ones (Figure 5F). 
Yap knock-down in the CMZ activates the p53-p21 pathway 
In order to gain additional insight into the molecular mechanisms underlying the Yap knockdown 
phenotype, we analyzed the expression of 16 genes encoding cell cycle regulators using the 
NanoString technology. Among them, only p53 and p21Cip1/WAF1(previously named Xic2 in Xenopus 
and p21 hereafter) were significantly affected, with much higher levels present in Yap morphant 
retinas compared to control ones (Figure 5G). The tumor suppressor protein p53 is activated in 
response to a variety of cellular stresses (including DNA damage) and triggers cell cycle arrest or 
apoptosis. In situ hybridization analysis revealed that its expression in the wild type retina is restricted 
to the CMZ. In addition and consistent with the NanoString data, p53 staining was strongly enhanced 
in the CMZ of Yap-MO-injected tadpoles (Figure 5H). p21 is a member of the CIP/KIP family of 
cyclin-dependent kinase inhibitors that blocks the G1-S transition and has emerged as a key player in 
the p53 pathway (Attardi and DePinho, 2004). Since it was previously described as a lens-specific 
marker in the Xenopus eye (Daniels et al., 2004), we asked if it is linked with the observed CMZ 
phenotype. We thus performed in situ hybridization and observed a strong ectopic p21 labeling within 
the CMZ of Yap morphant tadpoles (Figure 5H). As a whole, these results suggest that increased 
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apoptosis and probably delayed cell cycle progression resulting from Yap knockdown might be driven 
by the p53-p21 pathway. 
PKNOX1 is a novel partner of YAP in the retina 
YAP is a co-transcriptional activator that functions in association with transcription factors such as its 
classical partners of the TEAD family. Among other interacting factors described so far is Drosophila 
Homothorax (Peng et al., 2009; Zhang et al., 2011). Interestingly, PKNOX1 (also named Prep1), a 
mammalian Homothorax ortholog belonging to the Meis/Prep homeodomain factor family, has 
recently been involved in the maintenance of genomic stability (Iotti et al., 2011a). However, its 
physical interaction with YAP has not yet been reported in vertebrates. We found that the two proteins 
indeed interacted in vitro using a two-hybrid assay (data not shown). In order to address whether they 
might do so in vivo as well, we performed a bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 
experiment (Figure 6A) (Ohashi and Mizuno, 2014). In this purpose, constructs encoding YAP, 
PKNOX1 or TEAD1 (as a positive control for interaction with YAP) fused to either the amino or 
carboxyl-terminal fragment of the VENUS fluorescent protein were transfected in HEK293T cells 
(Figure 6B and data not shown for inverse VN/VC fusions combinations). As expected, co-
transfection of Yap and tead1 constructs resulted in a significant nuclear BiFC signal. This was lost 
using a Yap∆TBS mutant devoid of TEAD binding site, validating the specificity of the BiFC staining. 
Co-transfection of both Yap and pknox1 constructs led to a positive BiFC signal that mainly localized 
to the cytoplasm. YAP/PKNOX1 interaction was further confirmed by co-immunoprecipitation 
analyses following misexpression of tagged proteins (Figure 6C). 
Since we found that pknox1 is expressed in the CMZ (Figure 7A), we next sought for potential 
functional interaction with YAP in retinal stem cells. A loss of function approach was first undertaken 
to compare Yap and pknox1 knockdown phenotypes. The injected dose of pknox1-MO was adapted to 
avoid broad developmental defects (see Figure S4 for validation of pknox1-MO specificity and 
efficiency). Although the eye phenotype appeared more dramatic than that observed upon Yap 
knockdown (layering defects of the retina), it similarly led to a significant reduction in total eye size 
(Figure 7B, C), associated with decreased EdU incorporation in the CMZ compared to controls 
(Figure 7D, E). We then asked whether YAP and PKNOX1 might synergise in a co-overexpression 
assay. Of note, pknox1 overexpression alone does not significantly affect CMZ cell proliferation. The 
injected dose of Yap mRNA was lowered so that it only leads to a moderate, although significant, 
increase in the number of EdU-labeled cells. In these conditions, pknox1 mRNA injection was found 
to exacerbate Yap gain of function phenotype (Figure 7F, G). Finally, we tested whether pknox1 
knockdown might rescue the overproliferative effects of Yap misexpression. We found indeed that 
EdU incorporation was restored to a basal level in a pknox1 morphant context (Figure 7H, I). 
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Together, these data support the idea that PKNOX1 physically and functionally interacts with YAP in 
the CMZ. 
 
DISCUSSION 
 
Long-term maintenance of tissue homeostasis relies on the fine-tuning of adult stem cell activity. Our 
knowledge regarding the molecular basis sustaining somatic stemness features is still very limited but 
may have important implications for regenerative medicine and cancer therapy. In the present study, 
we identified YAP, a downstream effector of the Hippo pathway, as a stem cell specific marker 
required for homeostatic growth of the frog post-embryonic retina. Our in vivo loss of function 
approach unexpectedly revealed a novel role for YAP in governing DNA replication timing of retinal 
stem cells. We propose a model in which this function would contribute to the maintenance of their 
genomic stability. The ability of nuclear YAP to expand stem/progenitor cell populations has been established in numerous model systems (Barry and Camargo, 2013; Piccolo et al., 2014). However, the 
mechanisms underlying altered cell proliferation (changes in cell cycle length and/or re-entry) are 
rarely investigated in detail. In the developing neural tube for instance, YAP-driven increase in neural 
progenitor cell number has been proposed to result from accelerated cell cycle progression but whether 
its loss of function alters cell cycle kinetics as well remains an open question (Cao et al., 2008; Zhang 
et al., 2012). As observed in other adult organs in mammals (Azzolin et al., 2014; Chen et al., 2014; Zhang et al., 2014), our results suggest that Yap is dispensable for the maintenance of the stem cell 
pool. We instead uncovered that its depletion lengthens retinal stem cell divisions. However, to our 
surprise, this is associated with a dramatic shortening of their S-phase. DNA replication is a tightly 
regulated process that follows a strict temporal program. Our observation that Yap knockdown results 
in a mark reduction of late S-phase labeling patterns can suggest that some firing origins have 
advanced their activation timing, which may account for the reduced S-phase duration. The genetic 
control of DNA replication temporal progression has not been elucidated yet and there are thus very 
few examples in the literature where gene perturbation leads to a deregulation of S-phase duration 
(Aparicio, 2013; Yamazaki et al., 2013). Beyond its well-characterized transcriptional activity, it was 
reported that c-Myc exerts a non-transcriptional control on DNA replication. Its overexpression indeed 
causes increased replication origin activity and consequent S-phase shortening (Dominguez-Sola et al., 
2007; Robinson et al., 2009; Srinivasan et al., 2013). Intriguingly, in contrast to Drosophila or cancer 
cells, where c-Myc has been reported to be positively regulated by Yap (Neto-Silva et al., 2010; 
Stocker, 2011; Xiao et al., 2013), we found that its expression is enhanced in the CMZ of Yap 
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morphant tadpoles. Although the underlying mechanism deserves further investigation, this raises the 
hypothesis that c-Myc may contribute to the S-phase defects caused by Yap knockdown.  
Replication stress is a source of DNA damage, which may ultimately trigger activation of the p53-p21 
pathway (Bartek and Lukas, 2001). As observed following c-Myc overexpression in vitro 
(Dominguez-Sola et al., 2007; Robinson et al., 2009; Srinivasan et al., 2013), we found an increased 
occurrence of double-strand breaks in Yap morphant retina, associated with an upregulation of both 
p53 and p21. Since p21 is known to inhibit G1/S and G2/M transitions and p53 to induce programmed 
cell death (Vogelstein et al., 2000), this could account for both the lengthening in G phases (as 
deduced from both longer TC and reduced TS) and the increased number of apoptotic cells.  
These findings raise key questions regarding specific features of stem cell biology. In addition to 
unique properties (such as the ability to self renew), emerging evidence suggests that somatic stem 
cells also differ from progenitor cells in the way they regulate basic cellular processes including their 
metabolic state (Burgess et al., 2014) or DNA-damage responses (Insinga et al., 2014). Regarding cell 
cycle progression, it has been shown during development that mammalian cortical neural stem cells 
exhibit a substantially longer S-phase than progenitors committed to neuron production (Arai et al., 
2011). It was thus proposed that neural stem cells may need to invest more time during S-phase into 
quality control of replicated DNA. In agreement with this, we also found that CMZ retinal stem cells 
exhibit a longer S-phase compared to fast amplifying progenitors (data not shown). In addition, our 
work points for the first time towards a key factor, YAP, that may be involved in this stem cell 
specific regulation of S-phase. Although its precise function in this process remains to be investigated, 
it indeed appears to be required for proper choreography of the DNA replication program and may as 
such be necessary to maintain genomic integrity of retinal stem cells. Our findings also have important 
medical implications since aberrant DNA replication timing has been proposed to be a causative factor 
in diseases such as cancer and neuronal disorders (Aladjem, 2007; Donley and Thayer, 2013; 
Watanabe and Maekawa, 2010). Interestingly, another component of the Hippo pathway, LATS1, has 
very recently been involved in ATR-mediated response to replication stress in lung cancer cells 
(Pefani et al., 2014). Several Hippo pathway components may thus regulate (independently or in 
concert) S-phase progression and quality control and thereby safeguard genomic integrity. 
Although Homothorax is known to partner the drosophila Yap homologue Yorkie in some 
developmental contexts (Peng et al., 2009; Zhang et al., 2011), this has not been reported yet for its 
vertebrate orthologs. Here, we provide biochemical and functional evidences supporting an interaction 
between PKNOX1 and YAP in the retina. PKNOX1 belongs to the TALE (three amino acids loop 
extension) class of homeodomain proteins and is involved in many developmental processes 
(Berthelsen et al., 1998; Ferretti et al., 2006). Down-regulation of pknox1 in both zebrafish and mouse 
embryos lead toa small eye phenotype (Deflorian et al., 2004; Ferretti et al., 2006), reminiscent of 
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what we found in Xenopus. Interestingly, pknox1 inactivation was reported to trigger cell death in the 
zebrafish CNS (Deflorian et al., 2004). Furthermore, pknox1 deficiency leads to increased DNA 
damage and apoptosis both in embryonic fibroblasts and in the mouse epiblast (Fernandez-Diaz et al., 
2010; Iotti et al., 2011b; Micali et al., 2009). On the basis of these different reports and our findings, 
we thuspropose that PKNOX1 and YAP interact together to maintain genomic stability in retinal stem 
cells. Whether this function holds true in other types of stem cells remain to be investigated. 
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Animals 
All animal care and experimentation were conducted in accordance with institutional guidelines, under 
an institutional license. 
Plasmids and Morpholinos 
The HA-tagged Xenopus constructs encoding wild-type or mutant YAP proteins (non-phosphorylable 
YAPS98A or TEAD-binding site-deleted YAP∆TBS) were provided by S. Gee and S. Moody (Gee et al., 
2011) and subcloned into pCS2+. The tead1 ORF, a gift from P. Thiébaud (Naye et al., 2007), was 
subcloned into pCS2+Flag. The pknox1 (prep1, NM_001096382) full-length cDNA sequence was 
cloned by RT-PCR into pCS2+Flag. Yap, pknox1 and tead1 ORF were cloned in frame upstream the 
non-fluorescent N-ter or C-ter fragments of VENUS fluorescent protein (a gift from J. Smith) in HA-, 
myc- or flag-tagged pCS2+ (Saka et al., 2008). All primer sequences are available upon request. 
Translation-blocking antisense Morpholino oligonucleotides (MO, GeneTools) and Photo-
Morpholinos (Photo-MO, GeneTools) used in this study are listed in Table S1. 
mRNA and Morpholino microinjection 
200 pg of mRNA (synthesized with mMessage mMachine kit, Life Technologies) or 2 pmol MO were 
injected in one or two blastomeres at the two-cell stage. mRNAs encoding ß-Galactosidaseor GFP 
were injected as controls and/or lineage tracers. In some experiments, the injected side was identified 
using the fluorescence of lissamine tagged-MO. Cleavage of antisense or sense Photo-MO was 
performed by exposing embryos/tadpoles to UV light (365 nm) for 10 minin a glass surrounded by 
aluminium. A ratio of 0.9:1 Yap-S-photo-MO to Yap-MO was used. 
EdU labeling, immunostaining and TUNEL assay 
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Tadpoles were injected intra-abdominally with 1mM of 5-ethynyl-20-deoxyuridine (EdU, Invitrogen) 
and fixed at the required stage in 4% paraformaldehyde. For cumulative labeling experiments, EdU 
was made constantly available for the desired time-period following injection by incubating tadpoles 
in a 1mM EdU solution, renewed every other day. EdU incorporation was detected on paraffin 
sections using the Click-iT EdU Imaging Kit according to manufacturer’s recommendations 
(Invitrogen). Immunostaining was performed following 4% paraformaldehyde fixation on paraffin 
sections with antibodies listed in Table S2. Standard procedures were used unless specified. Detection 
of apoptotic cells was carried out with the DeadEnd fluorometric TUNEL system (Promega) or using 
TdT-driven dig-dUTP incorporation (Promega and Rocherespectively) followed by immunolabeling 
and NBT/BCIP staining, according to the manufacturer’s instructions. Cell nuclei were stained with 
Hoechst (Sigma) or DAPI (Thermo scientific). 
Analysis of Cell-Cycle Parameters 
For cumulative EdU incorporation assay in retinal stem cells, EdU-labeled and -unlabeled nuclei were 
scored among the 3 most peripheral CMZ cells on retinal sections (3 to 8 retinas analyzed per 
condition). The mean labeling index (LI) per retina was then plotted as a function of time after EdU 
injection. LI increases linearly until it reaches a plateau (Tplateau) allowing determining the growth 
fraction (GF; proportion of cycling cells within the considered population). The best-fit line was 
drawn using the Excel spreadsheet provided by Dr R. Nowakowski (Nowakowski et al., 1989). It 
allows estimating TC and TS using the two following equations : Tplateau = TC-TS ; LI0 = GF x (TS/TC) 
(LI0 being the extrapolated y intercept of the best-fit line). Mitotic index and percentages of EdU-
labeled mitosis were measured as previously described (Locker et al., 2006). The time required for 
half-maximal appearance of EdU labeling in the mitotic population was taken as an estimation of the 
mean G2 length (TG2) (Arai et al., 2011). 
In situ Hybridization  
Whole mount in situ hybridizations were carried out as previously described (Perron, 2003) and 
analyzed on 50μm vibratome sections. For double EdU/Yap mRNA staining, in situ hybridization was 
performed on cryostat section followed by EdU detection. 
RNA extraction  
Total RNA from 50 tadpole heads (for subsequent NanoString experiment) or 70 dissected retinas (for 
subsequent qPCR) was isolated using the Trizol reagent (Life Technologies) and quality assessed 
using the Experion automated electrophoresis system (BioRad).  
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Quantitative real-time PCR 
Reverse transcription was performed using the iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad). qPCR reactions 
were performed in triplicate using SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad) on a C1000 thermalcycler 
(CFX96 real-time system, BioRad). Results were normalised against the expression of reference genes 
ODC and RPL8 using CFX Managersoftware (BioRad). PCR primer sequences are listed in Table S1. 
Nanostring  
The nCounter® Analysis System (Nanostring) was used according to the manufacturer’s instructions 
to profile 16 cell cycle genes for which we designed custom CodeSets (see Table S3). The readouts 
represent counts of individual fluorescent barcodes and provide a sensitive measurement of the 
selected RNA expression levels in the sample. Background subtraction was done against 8 negative 
internal controls. Data were normalized with the nSolver program from NanoString, as a geometric 
mean, against the internal positive control spikes and afterwards against three housekeeping genes (see 
Table S3). 
Co-immunoprecipitation assay and Western blot  
Western blot were conducted using standard procedures on Xenopus embryo/tadpole protein extracts. 
Immunoprecipitation assays on HEK293T protein extracts were performed with the Dynabeads® 
Protein A Immunoprecipitation Kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Antibodies 
used are listed in Table S2. 
BiFC analysis 
For BiFC experiments, plasmids (50 ng each) were transiently transfected in HEK293T cells using 
lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). Cells were grown for 16hrs, fixed and immunostained using 
standard procedures with antibodies listed in Table S2. 
Microscopy 
Fluorescence and brightfield images were captured with an ApoTome-equiped AxioImager.M2 
microscope and processed using AxioVision REL 7.8 software (Zeiss) or with a LSM 700 confocal 
microscope using ZEN software (Zeiss). Confocal pictures represent a merged z-stack of 15 slices (1 
µm each). 
Quantification and statistical analyses 
For quantifications of labeled cells by manual cell countingin the CMZ, 6 to 10 sections per retina and 
a minimum of 3 retinas were analyzed. Dissected eye area, Hoechst/PCNA labeling surface or in situ 
hybridization staining intensity in the CMZ were measured using Adobe Photoshop CS4 software. All 
experiments were performed at least in duplicate. Shown in figures are results from one representative 
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experiment unless specified. In each histogram, values are given as mean ±s.e.m. Statistical analyses 
were performed by Student’s t-test. Statistical significance is: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; 
n.s. not significant. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1: Yap overexpression results in the expansion of the proliferating cell population in the 
post-embryonic retina. 
(A) Schematic of a transverse Xenopus tadpole retina showing the CMZ in the peripheral region (RPE: 
retinal pigment epithelium; NR: neural retina; ON: optic nerve). Within the CMZ (right panel), retinal 
stem cells (RSC) reside in the most peripheral margin while actively dividing progenitors (P1) and 
their post-mitotic progeny (P2) are localized more centrally. (B) In situ hybridization analysis of Yap 
expression (arrows) on stage 40 retinal sections. (C) Immunostaining analysis with anti-YAP antibody 
at stage 42 retinal sections. YAP labeling is detected both in CMZ and Müller glial cells (arrows). 
Images on the right show higher magnifications of the CMZ. (D) EdU labeling (3-hours pulse) and 
Yap in situ hybridization (dotted line) on stage 40 retinas. (E) Lateral views (left panels), head dorsal 
views (middle panels) and dissected eyes (right panels) of stage 40 tadpoles following two-cell stage 
microinjection of GFP mRNA as a lineage tracer with either β-gal (control) or Yap mRNA. An 
asterisk indicates the injected side. Arrows point to morphological defects in the abdomen, brain and 
eyes. (F) Quantification of the area of dissected eyes. (G-J) TUNEL (G-H) or EdU incorporation (3-
hour pulse, I-J) assays performed on tadpoles injected as in (E) and analyzed on retinal sections at 
stage 33/34 and stage 40, respectively. Arrows point to TUNEL positive cells in higher magnifications 
of the area delineated with dotted line (G). For all quantifications the number of analyzed tadpoles is 
indicated in each bar and data are represented as mean +/- SEM. Scale bar = 1mm in E and 40µm in 
other panels.**p<0.01, ***p<0.001 (Student’s t-test). 
 
Figure 2: Yap loss of function decreases eye size and EdU incorporation in the post-embryonic 
retina. 
(A) Lateral views (left panels), head dorsal views (middle panels) and dissected eyes (right panels) of 
stage 40 tadpoles following two-cell stage microinjection of Yap 5-mismatch MO (control) or Yap-
MO. The asterisk indicates the injected side. (B) Quantification of the dissected eye area. The 
quantification is also given for eyes of tadpoles injected with Yap-AS-photo-MO or Yap-S-photo-
MO+Yap-MO allowing for conditional inducible or reversible Yap knockdown (see also Figure S2 for 
details and controls of this experiment). (C) Eyes of stage 40 tadpoles following optic vesicle 
transplantation at stage 25 as shown in the schematic. Dotted lines delineate the eye circumference. 
(D) EdU incorporation (6-hour pulse) assay performed on tadpoles microinjected as in (A) and 
analyzed on retinal sections at stage 40. Higher magnifications of the CMZ delineated by dotted lines 
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are shown. (F) The number of EdU positive cells was quantified within the whole CMZ and within the 
3 stem cells at the tip of the CMZ. (G-K) In situ hybridization analyses of Hes4 (El Yakoubi et al., 
2012) and Atoh7 (Kanekar et al., 1997) (G), Hoechst staining (H-I) and PCNA immunolabeling (J-K) 
on stage 40 retinal sections of tadpoles injected as in (A). The CMZ delineated in (G) with dotted lines 
is enlarged in the panels on the right. For all quantifications, the number of analyzed retinas per 
condition is indicated in each bar and data are represented as mean +/- SEM. ***p<0.001, **p<0.01 
(Student’s t-test). Scale bar = 1mm in A and 40µm in other panels.  
 
Figure 3: Yap loss of function affects cell cycle kinetics of retinal stem cells. 
(A) PH3 immunolabeling on retinal section of stage 40 tadpoles following two-cell stage 
microinjection of Yap 5-mismatch MO (control) or a Yap-MO. The CMZ is delineated with dotted 
lines. (B) Quantification of the number of mitotic cells within the CMZ. The number of analyzed 
retinas per condition is indicated in each bar. Data are represented as mean +/- SEM. (C) PLM and 
CLM experimental outline: tadpoles injected with MO as in (A) were fixed at different times as 
indicated following EdU injection at stage 39. EdU and PH3 labeling were analyzed on retinal 
sections. (D) PLM illustration showing typical CMZ (delineated with dotted lines) at stage 39 stained 
for both PH3 and EdU. Arrows point to double labeled cells while arrowheads point to PH3+Edu- 
cells. (E) Quantification of the PLM within the whole CMZ after cumulative EdU labeling within a 
period of 10 hours. TG2: G2 phase duration. (F) Cumulative EdU-labeling within retinal stem cells.TC: 
total cell cycle; TS: S phase. (G) Estimation of TC and TS. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 (Student’s 
t-test). Scale bar = 40µm.  
 
Figure 4: Yap loss of function affects the temporal program of retinal stem cell DNA replication. 
(A) In situ hybridization analysis of c-Myc expression on stage 40 retina following two-cell stage 
microinjection of Yap 5-mismatch MO (control) or Yap-MO. Images on the right show higher 
magnifications of the CMZ. Note the strong expansion of the c-Myc expression area (bracket). (B) 
Quantification of the staining intensity in the CMZ. The number of analyzed retinal sections per 
condition is indicated in each bar. (C) qPCR analysis of retinal c-Myc expression in tadpoles injected 
with MO as in (A). (D) Schema of different expected replication patterns during S-phase progression, 
as inferred from EdU labeling. Pictures illustrate two examples of EdU patterns observed in control 
CMZ cells, one homogenous and one with large dots. (E) DNA replication patterns analysis using 
EdU staining (1 hour-pulse) following Yap 5-mismatch MO (control) or Yap-MO injection. 
Enlargements of the tip of the CMZ (dotted lines) are shown on the right. Early (red arrows) and 
225  
mid/late profiles (white arrows) were distinguished. (F) Quantification of the early/late replication 
patterns number. The number of analyzed retinas per condition is indicated in each bar. Data are 
represented as mean +/- SEM. **p<0.01***p<0.001 (Student’s t-test). Scale bar = 40µm. 
 
Figure 5: Yap loss of function induces DNA damage. 
(A) γ-H2AX immunolabeling on CMZ section of stage 40 tadpoles following two-cell stage 
microinjection of either Yap 5-mismatch MO (control) or Yap-MO. Arrows point to γ-H2AX positive 
cells. (B) Quantification of the number of γ-H2AX positive cells per section. (C) TUNEL assay 
performed on retinal sections of stage 40 tadpoles injected as in (A). Images on the right show higher 
magnifications of the CMZ delineated with dotted lines. (D) Quantification of the number of TUNEL 
positive cells in different areas of the CMZ illustrated in the schematic on the right. (E) EdU pulse-
chase assay at stage 42 following Yap-MO injection and 2 days of chase. EdU positive cells in the 
neural layers of the central retina are encircled with reddotted lines.The CMZ is delineated with white 
dotted lines. GCL: ganglion cell layer; INL: Inner nuclear layer; ONL: outer nuclear layer. (F) 
Quantification of the number of EdU positive cells in the layers of the neural retina. (G) Expression of 
cell cycle genes as measured by the NanoString nCounter system from head RNAs of stage 40 
tadpoles following two-cell stage microinjection of either Standard MO (control) or Yap-MO. Data are 
the mean of four independent experiments. (H) In situ hybridization analyses of p53 and p21 
expression on retinal sections of stage 40 tadpoles injected as in (A). In A, D and F, the number of 
analyzed retinas per condition is indicated in each bar. Data are represented as mean +/- SEM. 
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 (Student’s t-test). Scale bar = 40µm. 
 
Figure 6: Physical interaction between YAP and PKNOX1. 
(A) Schematic representation of the BiFC analyses. (B) Immunolabeling on HEK293T cells 
transfected with VN and VC chimeric constructs, as indicated. (C) Co-immunoprecipitation assay of 
293T cells transfected with tagged constructs as indicated. Scale bars = 20 µm. 
 
Figure 7: Functional interaction between YAP and PKNOX1. 
(A) In situ hybridization analysis of pknox1 expression (arrows) on stage 40 retinal sections. 
Enlargement of the CMZ region delineated with dotted lines is shown on the right panel. (B) Lateral 
views (left panels), head dorsal views (middle panels) and dissected eyes (right panels) of stage 40 
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tadpoles following two-cell stage microinjection of pknox1 5-mismatch MO (control) or pknox1-MO. 
The asterisk indicates the injected side. (C) Quantification of the dissected eye area. (D-I) EdU 
labeling on retinal sections following a 3-hours pulse EdU and quantification of the number of EdU 
positive cells in the CMZ of stage 40 tadpoles microinjected with pknox1 5-mismatch MO (control) or 
pknox1-MO (D,E); GFP mRNA and either ß-gal mRNA (control), Yap + ß-gal mRNA (Yap), pknox1 
+ ß-gal mRNA (pknox1), Yap + pknox1 mRNA (Yap + pknox1) (F,G); pknox1 5-mismatch MO + ß-
gal mRNA (control), pknox1-MO + ß-gal mRNA (pknox1-MO),pknox1 5-mismatch MO + Yap mRNA 
(Yap), pknox1-MO and Yap mRNA (Yap+pknox-MO) (H,I). The total number of analyzed retinas per 
condition is indicated in each bar. Data are represented as mean +/- SEM. ***p<0.001, **p<0.01, 
*p<0.05 (Student’s t-test). Scale bar = 1mm in (A) and 40µm for all other panels. 
 
SUPPLEMENTAL INFORMATION 
 
Supplemental figure 1: Validation of Yap-MO efficiency and specificity. 
(A) Immunostaining analysis with anti-YAP antibody retinal sections of stage 42 tadpoles following 
microinjection of either Yap 5-mismatch MO (control) or Yap-MO. YAP is undetectable in Yap 
morphants. (B) Western blot showing the reduction in YAP expression at different stages following 
microinjection as in (A). α-tubulin is used as a loading control. (C) Lateral views and dissected eyes of 
stage 40 tadpoles following two-cell stage microinjection of Yap 5-mismatch MO + ß-gal mRNA 
(control), Yap-MO + ß-gal mRNA (Yap-MO), Yap 5-mismatch MO + Yap mRNA (Yap), Yap-MO + 
Yap mRNA (Yap-MO + Yap). (D) Quantification of the dissected eye area. The phenotype of smaller 
eye can be rescued by co-injecting Yap-MO with Yap mRNA. The number of analyzed tadpoles is 
indicated for each bar. Data are represented as mean +/- SEM. *p<0.05 (Student’s t-test). Scale bar = 
40µm in (A) and 1mm in (B). 
 
Supplemental figure 2: Conditional Yap knockdown in the retina. 
(A) Principle of reversible and inducible gene knockdown technology using photo-Morpholinos 
(photo-MO). Photo-MO contains a photo-sensitive subunit cleaved by 365 nm light. Yap-AS-photo-
MO translation blocking activity is interrupted upon UV light exposure. Unmodified Yap-MO are 
rendered inactive by binding to Yap-S-photo-MO. The target RNA thus maintains normal expression 
until the antisense MO are released by light-induced cleavage of the sense MO. (B) Diagram of the 
experimental design. Embryos are microinjected with MO at the two-cell stage, then subjected to UV 
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exposure at different stages of development as indicated (black flashes, conditions iv, v and vi) and 
allowed to develop to stage 40 for analyses. (C) Lateral views and dissected eyes of stage 40 tadpoles 
following two-cell stage microinjections with the indicated MO (see table in B). We verified that UV 
light exposure, under the experimental conditions used, does not generate significant effects on eye 
size (data not shown). Tadpoles injected with Yap-MO or Yap-AS-photo-MO, without UV treatment 
(ii and iii) exhibited a similar reduction of the eye size compared to controls (i). Tadpoles exposed to 
UV light right after injection (iv) have a wild type phenotype, demonstrating the efficiency of Yap-AS-
photo-MO cleavage. Restoring Yap function from stage 33/34 (v), or even from stage 37/38 (vi) 
onwards is sufficient to maintain wild type eye growth, demonstrating that Yap knockdown during 
embryonic development only is not sufficient to lead to a reduced eye size phenotype. (D) 
Quantification of the dissected eye area. (E) Tadpoles co-injected with Yap-S-photo-MO and Yap-MO 
without UV treatment (iii’) exhibited normal eye size, similar to the control (i’) showing effective 
blockade of the antisense Yap-MO. Light exposure immediately after the injection (iv’) leads, as with 
Yap-MO (ii’), to tadpoles exhibiting a smaller eye, demonstrating the efficiency of Yap-S-photo-MO 
cleavage. Conditional induction of Yap loss function by light exposure at stage 33/34 (v’) or even at 
stage 37/38 (vi’) is sufficient to result in a small eye phenotype, suggesting that Yap is required at 
post-embryonic stages to maintain CMZ-dependent eye growth. (F) Quantification of the dissected 
eye area. The number of analyzed tadpoles is indicated in each bar. Data are represented as mean +/- 
SEM. ***p<0.001 (Student’s t-test). Scale bar = 1mm. 
 
Supplemental figure 3: Yap inducible knockdown reduces EdU incorporation in post-embryonic 
retina. 
(A) EdU labeling on retinal sections following an incorporation assay (3-hours pulse) performed at 
stage 41 tadpole microinjected at two-cell stagewith Yap 5-mismatch MO (control), Yap-MO and/or 
Yap-S-photo-MO, as indicated in the table. (B) Quantification of the number of EdU positive cells 
within the CMZ per section. The total number of analyzed retinas per condition is indicated in each 
bar. Data are represented as mean +/- SEM. **p<0.01, ***p<0.001 (Student’s t-test). Scale bar = 
40µm. 
 
Supplemental figure 4: Validation of pknox1-MO efficiency and specificity. 
(A) Schematic representation of the chimeric construct containing GFP fused downstream of pknox1-
MO complementary sequence (pknox1(5’)-GFP). (B) GFP fluorescence analyzes at stage 20 following 
co-microinjection ofGFP mRNA + pknox1 5-mismatch MO (control), GFP mRNA + pknox1-MO 
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(pknox1-MO), pknox1(5’)-GFP+ pknox1 5-mismatch MO (pknox1(5’)-GFP), pknox1(5’)-GFP + 
pknox1-MO. Fluorescence imaging at 594 nm detected the lissamine tag on MO. pknox1-MO inhibits 
GFP translation from pknox1(5’)-GFP construct. (C) Lateral views and dissected eyes of stage 40 
tadpoles following two-cell stage microinjection of pknox1 5-mismatch MO + ß-gal mRNA (control), 
pknox1-MO + ß-gal mRNA (pknox1-MO), pknox1 5-mismatch MO + pknox1 mRNA (pknox1), 
pknox1-MO + pknox1 mRNA (pknox1-MO + pknox1). (D) Quantification of the dissected eye area. 
The phenotype of smaller eye can be rescued by co-injection with pknox1 mRNA.The number of 
analyzed tadpoles is indicated for each bar. Data are represented as mean +/- SEM. **p<0.01 
(Student’s t-test). Scale bar = 1mm. 
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CHAPITRE VII: DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
  
1. L'INTERACTION DES VOIES WNT ET HEDGEHOG DANS LE CONTROLE DE LA 
BALANCE PROLIFERATION/DIFFERENCIATION DANS LA RETINE POST-
EMBRYONNAIRE  
1) Mise en évidence d'une interaction antagoniste entre les voies Wnt et 
Hedgehog dans la rétine post-embryonnaire 
 L'étude de l'interaction des voies Wnt et Hedgehog dans la rétine post-embryonnaire a permis de mettre en évidence les effets opposés de ces voies sur la prolifération des cellules de la ZMC et de montrer que ces deux voies s'antagonisent mutuellement. De plus, les morphogènes Wnt et Hedgehog sont exprimés dans des territoires totalement exclusifs au sein de la rétine. Ainsi cette étude nous a permis de révéler un antagonisme inattendu entre les signaux Wnt et Hedgehog qui pourrait être à l'origine du contrôle très fin de la balance prolifération/différenciation nécessaire au maintien de la ZMC. Les résultats de ce projet ont été surprenants étant donné que les voies Wnt et Hedgehog sont toutes les deux décrites dans la littérature comme jouant un rôle essentiel dans la maintenance des cellules souches neurales adultes (Bowman et al., 2013)(Ihrie et al., 2011)(Petrova, Garcia, & Joyner, 2013)(Varela-Nallar & Inestrosa, 2013). Cependant, notre modèle est en accord avec les données observées dans la niche des cellules souches intestinales adultes dans laquelle une régulation négative réciproque des deux voies est également décrite (van den Brink et al., 2004)(van Dop et al., 2009). Dans un contexte neural, les interactions entre les voies Wnt et Hedgehog ont été seulement étudiées au cours du développement embryonnaire et les résultats restent controversés. Les voies Wnt et Hedgehog agissent de façon similaire sur la progression du cycle cellulaire des progéniteurs neuraux (Alvarez-Medina et al., 2009) alors qu'elles possèdent des relations antagonistes dans la mise en place du patterning dorso-ventral de la moelle épinière (Le Dréau & Martí, 2012)(Ulloa & Marti 2010). De façon similaire à nos observations, les auteurs de cette dernière étude montrent que les ligands Wnt et Hedgehog sont exprimés dans des territoires d'expression totalement exclusifs. L'ensemble de ces données nous permettent ainsi d'imaginer l'existence de gradients opposés des activités des voies Wnt et Hedgehog dans la ZMC (Figure 73).    
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Figure 73: Modèle de l'interaction entre les voies Wnt et Hedgehog dans la rétine post-embryonnaire du 
xénope. (A) Schéma représentant les domaines d'expression mutuellement exclusifs des ligands Wnt et Hedgehog dans la rétine post-embryonnaire. (B) Schéma montrant les effets opposés des voies sur la balance prolifération/différenciation. (C) Illustration des activités antagonistes des voies Wnt et Hedgehog dans la ZMC et des potentiels acteurs moléculaires sous-jacents. Dans ce modèle hypothétique de gradients d'activité, la voie Wnt régulerait négativement la voie Hedgehog via la régulation transcriptionnelle du répresseur GLI3 et au contraire, la voie Hedgehog régulerait négativement la voie Wnt via la régulation transcriptionnelle de SFRP-1.   
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2) Les voies Wnt et Hedgehog possèdent des effets opposés sur la sortie du 
cycle cellulaire  Les rôles opposés des voies Wnt et Hedgehog sur le comportement des cellules de la ZMC mis en évidence dans nos travaux pourraient être en partie expliqués par l'effet de ces deux voies sur la sortie de cycle cellulaire. En effet, les expériences de "birthdating" visant à analyser la sortie de cycle des cellules de la ZMC montrent que les voies Wnt et Hedgehog ont des effets totalement opposés sur ce paramètre. Alors que l'activation de la voie Wnt provoque un retard de la sortie de cycle, celle de la voie Hedgehog provoque au contraire un sortie prématurée des progéniteurs rétiniens. Cependant, l'analyse du rôle des voies de signalisation Wnt et Hedgehog sur la cinétique du cycle cellulaire n'a pas encore été réalisée dans la rétine post-embryonnaire. Des résultats plus anciens de l'équipe montrent que la voie Hedgehog possède une fonction ambivalente en favorisant à la fois la sortie du cycle cellulaire des précurseurs de la rétine embryonnaire tout en accélérant la vitesse de division de ces cellules (Locker et al., 2006). Concernant la voie Wnt, les effets de la perturbation de cette voie sur la cinétique du cycle cellulaire dans la rétine ne sont pas connus. Comprendre le rôle de ces deux voies dans la régulation du cycle cellulaire des cellules de la ZMC est donc une perspective intéressante afin d'approfondir la compréhension de notre modèle.  
3) Sfrp1 et Gli3 sont des acteurs moléculaires essentiels de l'interaction 
entre les voies de signalisation Wnt et Hedgehog  Notre étude suggère que l'inhibition mutuelle entre les voies Wnt et Hedgehog passe par la régulation transcriptionnelle du gène suppresseur de tumeur Sfrp-1 et du facteur de transcription Gli3 (Figure 73). Notre modèle présente ainsi de nombreuses similitudes avec le modèle hypothétique décrit dans la crypte intestinale adulte. Dans cette étude, l'identification de sites de fixation GLI dans la région promotrice du gène Sfrp1 et l'analyse des patrons d'expression du ligand Indian Hedgehog, de Wnt6 et Sfrp1 ont amené les auteurs à proposer un modèle selon lequel la régulation de Sfrp-1 par la voie Hedgehog pourrait être nécessaire à la restriction de l'expression des gènes cibles de Wnt au sein de la population de cellules souches et de progéniteurs (Katoh & Katoh, 2006). Dans la moelle épinière en développement, la régulation de Gli3 par la voie Wnt semble être à l'origine de la restriction de l'activité d'Hedgehog dans les structures ventrales de ce modèle (Alvarez Medina et al. 2008). Enfin, cette interaction implique certainement d'autres acteurs moléculaires qui restent à identifier.  
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Le facteur Sufu pourrait par exemple être un candidat potentiel puisqu'il est décrit dans la littérature comme un régulateur clé de la voie de signalisation Hedgehog chez les mammifères (Taylor et al., 2002)(Cooper et al., 2005)(Svärd et al., 2006)(Varjosalo, Li, & Taipale, 2006). De façon intéressante, il semble agir comme un médiateur des interactions entre les voies Wnt et Hedgehog chez le xénope (Min et al., 2011).  
4) Conclusion  L'ensemble de nos résultats a permis de mettre en évidence une interaction antagoniste des voies Wnt et Hedgehog dans le contrôle de la rétinogenèse adulte. Cette interaction semble être à l'origine de la fine régulation de la balance prolifération/différenciation nécessaire au maintien de la population de cellules souches et de progéniteurs de la ZMC. Dans la poursuite de ce projet, il serait intéressant de tester cette interaction antagoniste dans les autres zones de neurogenèse du cerveau.   
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Figure 74: Expression de Yap dans la crypte intestinale chez la souris. (A gauche) Organisation de la crypte intestinale. (A droite) Localisation de Yap dans la crypte intestinale d'une souris sauvage. Yap est fortement exprimé dans la crypte intestinale où sont localisées les cellules souches.  D'après (Ramos & Camargo, 2012). 
 
 
 
Figure 75: Localisation de la protéine YAP dans la rétine post-embryonnaire du xénope. (A) Immunomarquage utilisant un anticorps anti-YAP réalisé sur une coupe de rétine transversale au stade 40. Un marquage est visible à la périphérie de la ZMC (dans la zone contenant les cellules souches et les jeunes progéniteurs rétiniens) et dans les cellules gliales de Müller dans la rétine centrale (flèches). (B) Agrandissement de la région périphérique de la ZMC. YAP semble à la fois nucléaire et cytoplasmique dans les cellules souches à l'extrême périphérie de la ZMC (flèche verte) et semble être de plus en plus exclu du noyau dans les progéniteurs de la région plus centrale (flèche blanche).  
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2. ROLE DE L'EFFECTEUR DE LA VOIE HIPPO, YAP, DANS LES CELLULES SOUCHES 
DE LA RETINE POST-EMBRYONNAIRE  
1) Le gène Yap: un nouveau marqueur de cellules souches 
 La rétine du xénope est un excellent modèle dans l'identification de nouveaux marqueurs des cellules souches neurales. Au sein de ce tissu, la population de cellules souches est confinée à l'intérieur d'une niche localisée à la périphérie de la rétine. Les expériences d'hybridation in situ et d'immunomarquages réalisées montrent que le co-activateur de la voie de signalisation Hippo, Yap, possède une expression très restreinte à la population de cellules souches et de jeunes progéniteurs de la ZMC. Dans certains organes comme l'intestin ou le cerveau antérieur en développement, l'expression de Yap est également forte dans le compartiment des cellules souches (Figure 74)(Camargo et al., 2007)(Li Y, 2012). D'autres tissus comme l'épiderme ou les muscles squelettiques présentent un gradient beaucoup plus large du niveau de l'expression de 
Yap en fonction de l'état de différenciation des cellules (Haiying Zhang et al., 2011)(Watt et al., 2010). Dans ce cas, YAP possède une expression nucléaire au sein de la population de cellules souches et au contraire, une expression cytoplasmique dans les cellules différenciées. Cette organisation spatiale liant l'expression de YAP à l'activité proliférative des cellules est observée dans de nombreux organes et indique que l'activité transcriptionnelle de YAP pourrait être importante dans la maintenance des populations de cellules souches. Dans la rétine post-embryonnaire du xénope, des changements de la localisation cellulaire de YAP sont également visibles au sein de la ZMC. Bien que l'organisation des cellules de cette zone rende cette observation difficile, il est possible de distinguer une localisation de YAP à la fois nucléaire et cytoplasmique dans les cellules souches de la ZMC et une localisation exclusivement cytoplasmique dans la zone des jeunes progéniteurs (Figure 75). Ce résultat doit être confirmé en améliorant la résolution des images.   
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L'analyse de l'expression de YAP dans la rétine post-embryonnaire a également révélé une expression intéressante de ce facteur au sein des cellules gliales de Müller. Ces cellules sont les principales cellules gliales de la rétine. Bien qu'elles restent dormantes et ne possèdent pas d'activité proliférative dans la rétine des individus sains, ces cellules sont dotées d'un potentiel de cellules souches, capables de se réactiver et de générer des précurseurs rétiniens en cas de lésions grâce à l'addition de facteurs de croissance chez certaines espèces comme les poissons, les oiseaux ou encore les rongeurs (Fausett & Goldman, 2006)(Ooto et al., 2004)(Wan et al., 2008). De façon intéressante, l'expression de Yap dans les cellules de Müller a également été observée dans la rétine post-natale chez la souris (données du laboratoire non publiées). Ces données ont ainsi fait l'objet de nouveaux projets dans mon laboratoire d'accueil visant à réaliser l'étude fonctionnelle de Yap dans ces cellules. Les premiers résultats de cette étude indiquent que de façon très surprenante, la protéine YAP est majoritairement exprimée dans le noyau des cellules de Müller malgré l'absence d'activité proliférative de ces cellules. Comprendre quelle est la fonction de YAP dans cette population de cellules et de savoir si ce facteur contribue à conférer à ces cellules leur potentiel "souche" reste une question à élucider.  
 
2) Le gène Yap: un gène nécessaire au contrôle du "timing" de la phase S du 
cycle cellulaire des cellules souches de la rétine post-embryonnaire  Au début de ma thèse, les premiers résultats montrant une expression de Yap dans les cellules souches de la rétine post-embryonnaire ainsi que les données de la littérature sur son rôle dans les différentes populations de cellules souches, m'ont conduit à émettre l'hypothèse que ce facteur pouvait jouer un rôle dans le contrôle de la prolifération des cellules souches rétiniennes responsable de la croissance continue de notre modèle. Durant la première partie de ma thèse, les résultats des nombreuses expériences d'incorporation d'EdU réalisées dans des contextes de gain et de perte de fonction Yap venaient en effet soutenir cette hypothèse. C'est seulement au cours de ma dernière année de thèse que l'analyse plus poussée du phénotype de perte de fonction m'a fait interpréter mes résultats de façon très différente. Les différents rebondissements vécus au cours de mon projet m'ont donc amener à beaucoup de prudence concernant l'interprétation parfois trop rapide des expériences d'incorporation d'EdU réalisées dans de nombreuses publications afin d'observer un impact sur la prolifération cellulaire.   
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Figure 76: Exemple de programme temporel de la réplication chez les mammifères. Profil du programme temporel de réplication du chromosome 20 humain (62 Mb) dans les cellules K652. Des domaines de réplication précoces, moyens et tardifs sont représentés par des barres horizontales rouges, vertes et bleues respectivement. Ces données ont été déduites à partir des résultats de (Hansen et al., 2010). D'après (Yamazaki et al., 2013).    
  
Figure 77: Représentation schématique des trois principaux  profils de réplication au cours de la phase S chez 
les mammifères. Les profils de "type I" (observés en début de phase S) présentent de nombreux  foyers de petite taille, répartis dans l'ensemble du noyau. Dans les profils de "type II", les foyers de réplication possèdent une taille similaire mais se concentrent au niveau de l'enveloppe nucléaire et du nucléole. Les profils de "type III" (observés en fin de phase S) montrent des foyers de réplication de plus grande taille et moins nombreux. D'après (Koberna et al., 2004).  
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Les résultats extrêmement surprenants de raccourcissement de la phase S du cycle cellulaire en contexte de perte de fonction Yap nous ont donc conduit dans de nouvelles directions de recherche visant à étudier les mécanismes clés de la réplication de l'ADN comme la régulation des mécanismes impliqués dans l'initiation de cette phase. Les recherches bibliographiques dans ce domaine de recherche complètement nouveau pour moi, ont été très enrichissantes et m'ont permis de réaliser que très peu de choses étaient en réalité connues sur ce processus, pourtant indispensable au maintien de l'intégrité du génome.  Durant la phase de synthèse de l'ADN, un grand nombre d'origines de réplication sont mises en place sur les chromosomes avant le démarrage de la phase S chez les vertébrés. Cependant, seul un petit nombre d'entre elles sont utilisées pour assurer la duplication totale du matériel génétique et parmi les origines de réplications activées, toutes ne sont pas "allumées" au même moment. Certaines régions du génome sont répliquées dès le début de la phase S à partir d'origines dites précoces, tandis que d'autres sont contrôlées par des origines tardives (Figure 76 et 77)(Zink, 2006). Tout au long de la phase S, de nombreux points de contrôles garantissent donc une fréquence d'initiation correcte des origines de réplication (Méchali et al., 2013). Cependant, les mécanismes à l'origine de cette régulation temporelle sont aujourd'hui mal compris. Deux modèles hypothétiques pouvant expliquer comment la cellule distingue les origines de réplication précoces et tardives ont été décrits dans la littérature (Figure 78)(Yamazaki et al., 2013). Dans le premier, les origines de réplication précoces sont marquées et possèdent une étiquette moléculaire permettant leur activation dès le début de la phase S. Le contexte chromatinien des origines semble faire partie de cette étiquette moléculaire mais ne permet pas d'expliquer à lui seul cette régulation. Le second modèle considère au contraire que toutes les origines sont équivalentes et peuvent être activées dès le début de la phase de synthèse. Ce modèle fait intervenir un facteur hypothétique afin d'inhiber l'activation des origines de réplication tardives. Dans notre modèle, YAP pourrait être l'un de ces facteurs hypothétiques permettant d'inhiber les origines de réplication tardives en début de phase S. En absence de YAP, l'ensemble des origines de réplication seraient ainsi activées dès le début de la phase de réplication. Cette absence de régulation pourrait en effet permettre de répliquer beaucoup plus rapidement le matériel génétique et d'expliquer ainsi le raccourcissement de la durée de la phase S observé en condition de perte de fonction de Yap. L'analyse des foyers de réplication au cours de la phase de synthèse de l'ADN dans la zone des cellules souches que nous avons réalisée est en accord avec cette hypothèse. En effet, la proportion de cellules présentant un profil de réplication tardive est beaucoup plus faible dans un contexte de perte de fonction 
Yap montrant une altération du programme temporel de réplication dans ces cellules. 
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Figure 78: Modèles hypothétiques permettant d'expliquer le programme temporel de la réplication. (A) Les origines de réplication précoces pourraient être marquées par une étiquette moléculaire. La structure de la chromatine ou des modifications covalentes des composants du complexe de pré-initiation de la réplication pourraient faire partie de ce marquage. (B) Le deuxième modèle fait intervenir un facteur hypothétique qui permettrait d'inhiber l'activation des origines de réplication tardives en empêchant le recrutement de facteurs d'initiation. D'après (Yamazaki et al., 2013).   
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L'ensemble de nos résultats suggère que la protéine YAP joue un rôle essentiel dans le contrôle du "timing" de la phase S du cycle cellulaire des cellules souches de la rétine post-embryonnaire et cet effet est associé à une forte augmentation de l'expression du gène c-Myc. Récemment, en plus des nombreux rôles connus du facteur c-MYC, une équipe a mis en évidence une nouvelle fonction de cette protéine au cours de la réplication de l'ADN, de façon indépendante de ses effets transcriptionnels (Dominguez-Sola et al., 2007). Dans cette étude, les auteurs utilisent des œufs de xénope dépourvus d'une machinerie transcriptionnelle compétente afin de démontrer cette nouvelle fonction de c-MYC dans la progression de la phase S. Les résultats montrent que c-MYC est un régulateur clé de l'étape d'initiation de la réplication pouvant interagir avec les protéines du complexe de pré-réplication MCM, ORC2, CDC6 et CDT1 (Dominguez-Sola et al., 2007). De plus, la surexpression de c-Myc provoque une accélération importante de la phase de synthèse dans des fibroblastes primaires humains en culture alors qu'au contraire, son inhibition entraîne un allongement de la durée de cette phase du cycle cellulaire (Robinson et al., 2009). Il a été mis en évidence que la surexpression de c-Myc perturbe le programme spatio-temporel de réplication en augmentant la densité des origines de réplication précoce (Srinivasan et al., 2013). Par des expériences de peignages moléculaire, cette équipe a montré que l'activation des origines de réplication se déroule plus précocement et de façon plus synchronisée en condition de surexpression du gène c-Myc. L'augmentation de l'expression du gène c-Myc en condition de perte de fonction Yap suggère que ce facteur pourrait être un acteur moléculaire essentiel de la régulation du processus de réplication médié par YAP au sein des cellules souches rétiniennes. Chez la drosophile, l'homologue de Myc (d-Myc) a été décrit comme une cible transcriptionnelle de YKI (Ziosi et al. 2010)(Neto-Silva et al. 2010)(Stocker, 2010) et une forte augmentation de l'expression du gène Myc a également été observée dans un contexte de surexpression de Yap dans différents modèles de cellules cancéreuses (Xiao et al. 2013)(Schütte et al. 2014). Ces données sont donc en contradiction avec celles observées dans la rétine post-embryonnaire. En effet, c-Myc ne semble pas être une cible transriptionnelle de YAP dans notre modèle étant donné qu'une augmentation de son expression a été observée dans nos expériences de perte de fonction. L'interaction entre c-Myc et YAP semble donc dépendre du contexte cellulaire.  
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Figure 79: Schéma simplifié de la voie p53/p21. Schéma représentatif de la voie p53 activée en réponse à des dommages de l'ADN montrant que p21 est une cible de p53.  D'après les données de (Harris & Levine, 2005).                  
259  
L'ensemble de nos résultats nous a ainsi conduit à proposer un modèle original dans lequel YAP jouerait un rôle clé dans le contrôle du programme temporel de la phase de synthèse de l'ADN des cellules souches de la rétine post-embryonnaire. Dans la littérature, le rôle physiologique de 
Yap dans la cinétique du cycle cellulaire restait jusqu'à maintenant incertain et son rôle dans les processus de réplication n'avait jamais été étudié auparavant. L'originalité de notre modèle repose sur le phénotype de raccourcissement de la phase S observé. En effet, très peu d'exemples de la littérature décrivent un phénotype similaire. Dans le but de confirmer notre modèle, il serait maintenant intéressant de réaliser des expériences de "peignage moléculaire" permettant de visualiser directement l'activation des origines de réplication et la progression des fourches le long de chromosomes individuels étirés sur des lames de verre. 
3) L'inhibition de Yap est à l'origine de stress réplicatif important  La perturbation de l'activation différée des origines de réplication dans les cellules souches de la rétine post-embryonnaire est à l'origine de stress réplicatif. Cette notion utilisée dans la littérature est définie comme une modification anormale des paramètres de réplication tels qu'une variation de la vitesse des fourches de réplication, une modification du profil d'activation des origines et/ou une variation de la durée de la phase S. Toutes ces perturbations peuvent entraîner des arrêts et des effondrements des fourches de réplication entraînant la génération de cassures double-brin de l'ADN. De façon intéressante, la surexpression de c-Myc a été associée dans la littérature à une activation des voies de réponse de dommages de l'ADN dans un grand nombre de modèles cellulaires in vitro (Pusapati et al., 2006)(Reimann et al., 2007)(Gorrini et al., 2007). Nos résultats montrent une augmentation de l'expression de certains composants de la voie de réponse aux dommages de l'ADN comme le marqueur de cassures double-brins de l'ADN, γ-H2AX ou encore la protéine p53 en condition de perte de fonction du gène Yap. La réponse cellulaire déclenchée suite à la détection d'un dommage de l'ADN fait rapidement intervenir les kinases ATR et ATM. Cette dernière est spécifiquement activée en présence de cassures double-brins de l'ADN. En présence de ces cassures, l'environnement chromatinien est modifié et l'histone H2AX est rapidement phosphorylée par ATM (il est alors nommé γH2AX).  Au niveau de la cassure, cette phosphorylation va permettre le remodelage de la chromatine et va faciliter l'interaction entre ATM et ses différents substrats. Ces interactions vont ainsi activer plusieurs voies de signalisation conduisant à différentes réponses cellulaires tels que l'activation des voies de réparation de l'ADN, l'arrêt du cycle cellulaire et également la mort cellulaire. La protéine p53 joue un rôle crucial dans l'ensemble de ces réponses (Figure 79).  
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L'activation de p53 permet le déclenchement d'un programme transcriptionnel spécifique de chaque stress cellulaire détecté (Harris & Levine, 2005). Concernant l'arrêt du cycle cellulaire, la protéine p21 est le médiateur principal de p53 dans ce processus. L'expression de p21 permet un arrêt du cycle au cours de la phase G1 tardive provoquant une inhibition de la transition G1-S. Ainsi, sa surexpression provoque un allongement de la phase G1 (Li et al., 2012a). En accord avec ces données, l'augmentation de l'expression de p21 observée dans un contexte de perte de fonction de Yap pourrait ainsi expliquer l'allongement important de la phase G1 obtenue dans les expériences d'EdU cumulatif. Enfin, le déclenchement de la réponse de mort cellulaire est sous la dépendance de la transcription de gènes cibles pro-apoptotiques de p53. Ce dernier est également capable de contribuer au déclenchement du processus apoptotique par des actions indépendantes de son activité transcriptionnelle. Dans notre modèle, cette réponse pourrait être responsable de l'augmentation du nombre de cellules apoptotiques observées en absence de Yap.  
4) PKNOX1 est un nouveau partenaire de YAP dans les cellules souches de la 
rétine post-embryonnaire.  L'identification du ou des facteurs de transcription partenaire de YAP dans notre modèle a été une partie essentielle de ce projet dans le but de comprendre le mode d'action de la protéine YAP dans les cellules souches de la rétine post-embryonnaire. Ce projet nous a conduit à l'étude d'un nouveau partenaire de YAP chez les vertébrés, la protéine PKNOX1 (PBX-Regulating Protein-1)(aussi nommé PREP1) appartenant à la famille Meis/Prep dont l'homologue chez la drosophile (Homothorax, Hth) est déjà connu comme un partenaire de YKI (Peng et al., 2009b). A ce jour, aucune donnée n'a encore été publiée sur son interaction avec YAP/ TAZ chez les vertébrés.  PKNOX1/PREP1  est un facteur de transcription à homéodomaine appartenant à la superfamille d'homéogènes appelée TALE (Three Amino acid Loop Extension)(Longobardi et al., 2014). La classe TALE présente la particularité de posséder un homéodomaine contenant 63 résidus au lieu de 60 (expliquant son nom). Cette superfamille inclut la sous-famille des facteurs PBC (PBX class) et des facteurs MEINOX (famille MEIS (Myeloid Ecotropic Integration Site)/PKNOX). Une caractéristique importante de la superfamille TALE est la capacité que possèdent ses composants à former des dimères, en particulier entre les facteurs PBC et MEINOX. Un site de fixation des protéines PBX a d'ailleurs été localisé au sein de la protéine PKNOX1                        
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Figure 80: Phénotype de perte de fonction Pknox1. (A) Morphologie des embryons de souris Prep1i/i. (B) Coupes transversales de l'œil des embryons Prep1i/i au stade E14.5 après une coloration hématoxyline-éosine. D'après (Ferretti et al., 2006) (C) Morphologie des embryons de poisson-zèbre injectés avec un MO-Prep1 au stade une cellule. D'après (Deflorian et al., 2004)Abréviations utilisées: L:lens; nr: neural retina; pe: pigmented retinal epithelium; c:cornea; os:optic stalk.      
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(Díaz et al., 2007). De façon intéressante, malgré leur fonction de facteur de transcription, les protéines TALE possèdent une localisation majoritairement cytoplasmique dans de nombreux modèles cellulaires étudiés. Leur localisation nucléaire semble dépendre de leur état de dimérisation. Concernant la protéine PKNOX1, elle ne possède pas de signal NLS (Nuclear Localization Signal), son interaction avec une protéine PBX semble nécessaire à sa localisation nucléaire (Jens Berthelsen et al., 1999). Ces données amènent donc à discuter du rôle des protéines PBX dans notre modèle. En effet, les expériences de BiFC réalisées dans les cellules HEK293T en culture montrent une interaction du complexe YAP/PKNOX1 majoritairement cytoplasmique. Le mode d'action de la protéine PKNOX1 dans notre modèle n'est pas encore compris. Cette dernière pourrait être seulement responsable de la stabilisation de YAP dans le cytoplasme. Des expériences utilisant un système rapporteur luciférase de l'activité YAP/TEAD (8xGTIIC) ont été mis en place au laboratoire dans le but de tester l'implication de PKNOX1 dans l'activité transcriptionnelle de YAP. Si effectivement PKNOX1 joue un rôle dans cette activité, la surexpression d'une protéine PBX pourrait être nécessaire afin d'induire la translocation nucléaire du complexe YAP/PKNOX1. De façon intéressante, les yeux des embryons Pbx4-/- chez le poisson présentent un phénotype de petit œil similaire à celui obtenu après une perte de fonction de Yap ou de Pknox1 (Rikhof et al., 2000)(French et al., 2007). Il serait donc intéressant d'analyser le patron d'expression des différents gènes Pbx dans la rétine post-embryonnaire chez le xénope. Les résultats de notre étude montrent une interaction fonctionnelle entre YAP et PKNOX1 dans la rétine post-embryonnaire. En accord avec ce résultat, les recherches bibliographiques sur les différentes fonctions biologiques de Pknox1 ont révélé de nombreuses similitudes avec celles de 
Yap.  Tout d'abord, la protéine PKNOX1 joue un rôle essentiel au cours du développement embryonnaire chez la souris. En effet, les souris KO pour ce gène meurent très tôt au cours du développement due à une mort des cellules de l'épiblaste dépendante de l'activation de p53 (Fernandez-Diaz et al., 2010). L'analyse des phénotypes des nouveau-nés présentant une mutation hypomorphe du gène Pknox1 (exprimant 3 à 7% de la protéine par rapport à des souris WT) montrent généralement une hypoplasie, particulièrement visible dans l'œil (Figure 80)(Ferretti et al., 2006). De la même façon, un phénotype de petit œil a également été observé chez le poisson zèbre (Figure 80)(Deflorian et al., 2004).  De façon intéressante, de récentes études commencent à mettre en évidence le rôle de Pknox1 dans le contrôle des propriétés des cellules souches. En effet, Pknox1 semble impliqué dans la régulation de l'auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques et dans le contrôle  
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Figure 81: Modèle hypothètique représentant les interactions entre PKNOX1-PBX1 et SMAD3 dans l'induction 
de la transition épithélio-mésenchymateuse. D'après (Risolino et al., 2014)   
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de la balance quiescence/prolifération de ces cellules dans le foie fœtal chez la souris (Modica et al., 2014)(Di Rosa et al., 2007).   Les fonctions du facteur de transcription PKNOX1 décrites dans la littérature sont complexes et diffèrent considérablement d'un contexte cellulaire à l'autre. En effet, de façon contradictoire, ce dernier semble pouvoir agir à la fois comme un suppresseur de tumeur et un inducteur de la transition épithélio-mésenchymateuse. L'haplo-insuffisance du gène Pknox1 dans le modèle de souris transgénique EµMyc, dans lequel le gène c-Myc est constitutivement exprimé dans les cellules lymphatiques,  accélère la croissance tumorale et réduit de façon significatif la survie des animaux (Longobardi et al., 2010). De plus, les embryons Pknox1i/i développent spontanément des lésions précancéreuses et dans certains cas des lymphomes et des carcinomes. Cependant, malgré sa fonction inhibitrice de la croissance tumorale, une autre étude a récemment mis en évidence que PKNOX1 pouvait également stimuler la transition épithélio-mésenchymateuse provoquant ainsi la formation de métastases dans des lignées cellulaires d'adénocarcinomes du poumon (Risolino et al., 2014). Dans cette étude, la perte de fonction de Pknox1 inhibe l'induction de la transition épithélio-mésenchymateuse induite par une activation de la voie du TGF-β. Les auteurs montrent que le complexe PKNOX1-PBX1 (ici encore, nécessaire à leur localisation nucléaire), modifie la réponse cellulaire induite par la voie du TGF-β en régulant spécifiquement l'expression de SMAD3 (Figure 81). Dans la littérature, YAP joue un rôle dans le contrôle du transport nucléo-cytoplasmique des protéines SMAD/2/3 (Varelas et al., 2010). Ainsi, bien que les mécanismes d'actions semblent différents, YAP et PKNOX1 pourraient agir ensemble via la régulation du facteurs SMAD3. Enfin, en accord avec notre modèle impliquant le complexe YAP/PKNOX1 dans le contrôle du processus de réplication de l'ADN, une équipe a montré que Pknox1 était nécessaire au maintien de la stabilité génomique des cellules en culture (Iotti et al., 2011). Les cellules déficientes pour 
Pknox1 présentent une activation de la voie de réponse aux dommages de l'ADN observée dans 
cette article par une augmentation du nombre de foci γH2AX et p-ATM, des aneuploïdies ainsi qu'une fréquence élevée de chromosomes possédant des structures aberrantes.  Pour conclure, l'ensemble des résultats des analyses fonctionnelles de Pknox1 décrites dans la littérature montre que ce facteur est un candidat idéal pour agir de façon coopérative avec YAP dans les cellules souches de la rétine post-embryonnaire. Dans le but de poursuivre la caractérisation de l'interaction entre YAP et PKNOX1, l'identification des domaines protéiques nécessaires à la formation de ce complexe est une perspective intéressante. En effet, le facteur PKNOX1 ne possède pas de motifs PPxY permettant d'interagir avec les domaines WW de YAP,  
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Figure 82: Modèle hypothétique représentant le rôle du complexe YAP/PKNOX dans la régulation du "timing" 
de la phase S des cellules souches de la ZMC. (A gauche) En contexte physiologique, le complexe YAP-PKNOX est nécessaire au bon déroulement du programme temporel de la réplication des cellules souches de la rétine post-embryonnaire. (A droite) En condition de perte de fonction de Yap, la surexpression du gène c-myc pourrait être à l'origine de l'activation de l'ensemble des origines de réplication dès le début de la phase S réduisant ainsi considérablement la longueur de cette phase. Cette perturbation du "timing" de la phase S est responsable de l'augmentation de l'expression de p53 et de p21, eux mêmes responsable de l'augmentation de l'apoptose et de l'allongement de la phase G1 dans les cellules de la ZMC respectivement. 
 
Figure 83: Structure du cycle cellulaire des cellules souches embryonnaires indifférenciées et différenciées. D'après (Tsubouchi & Fisher, 2013)  
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classiquement décrit dans la littérature comme un domaine essentiel à l'interaction de nombreux composants au sein de la voie de signalisation Hippo. Ces données pourraient ainsi faciliter la recherche de nouveaux partenaires de YAP chez les vertébrés.  
5) Conclusion  Dans le modèle hypothétique que nous proposons, le complexe YAP/PKNOX1 semble être responsable de la régulation du programme temporel de la phase de synthèse de l'ADN des cellules souches rétiniennes adultes (Figure 82). Ce programme visant à garantir la réplication du matériel génétique sans erreurs est particulièrement important dans les populations de cellules souches afin d'empêcher la transmission de mutations à leur descendance. L'analyse du cycle cellulaire des cellules souches embryonnaires avant et après leur différenciation illustrent bien cette donnée. Malgré un cycle cellulaire plus court (dû à un raccourcissement des phases G1 et G2), ces cellules possèdent une très longue phase S qui réduit considérablement après leur différenciation (Figure 83). Une observation similaire a été apportée dans le cas des cellules souches et des progéniteurs neuraux dans le cerveau qui possèdent une phase S en moyenne trois fois plus longue que les cellules en cours de différenciation (Arai et al., 2011), de la même façon que les cellules souches de la ZMC chez le xénope. Etant donné l'importance du bon déroulement de cette phase de synthèse dans ces cellules, il serait intéressant de savoir si cette fonction du complexe YAP/PKNOX1 est conservée dans d'autres populations de cellules souches.   
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Figure 84: Schéma récapitulatif des interactions existantes entre YAP/TAZ et les autres voies de signalisation. D'après (F.-X. Yu, Meng, Plouffe, & Guan, 2014)   
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CHAPITRE VIII: CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES  L'objectif général de mon projet de thèse a été d'étudier les interactions entre les voies de signalisation Wnt et Hedgehog et de réaliser l'étude fonctionnelle de Yap, l'effecteur de la voie Hippo indépendamment. Au début de mon stage de master, un des aspects important de mon projet de recherche consistait à lier ces deux projets en étudiant les interactions entre les trois voies de signalisation Wnt, Hedgehog et Hippo afin de mettre en évidence une partie du réseau de signalisation nécessaire à l'activité des cellules souches de la rétine post-embryonnaire. Les données de la littérature suggèrent en effet l'existence de nombreuses interactions entre ces voies dans différents modèles (Figure 84)(voir partie II 4. de l'introduction). Dans un premier temps, la stratégie expérimentale utilisée pour étudier cette problématique a été de moduler les voies de signalisation Wnt ou Hedgehog grâce aux agents pharmacologiques mis au point au laboratoire et d'analyser les conséquences sur l'expression des différents composants de la voie Hippo. Les résultats préliminaires de ces expériences suggèrent l'existence d'une interaction entre ces trois voies dans la rétine post-embryonnaire bien que ces données restent incomplètes et difficile à interpréter en raison de la variabilité des phénotypes observés. Dans le but d'identifier d'éventuels acteurs moléculaires à l'intersection des trois voies de signalisation de manière plus global et quantitative, une expérience de Nanostring a été réalisée sur des échantillons traités par les différents agents pharmacologiques permettant d'activer ou d'inhiber les voies Wnt et Hedgehog. Cette expérience comprenait également l'analyse de l'expression des différents composants des voies Wnt et Hedgehog en perte de fonction du gène 
Yap. Cette étude a fait l'objet d'une partie du projet de recherche de R. Chemouny au cours de son stage de M2 au laboratoire. De façon étonnante, le résultat de cette expérience n'a montré aucune variation importante de l'expression des gènes cibles analysés, suggérant que les interactions entre ces voies n'interviennent pas au niveau transcriptionnel. D'autre part, la mise en évidence du rôle de Yap dans le contrôle du processus de réplication de l'ADN des cellules souches rétiniennes ont plutôt conduit les perspectives de ce projet vers l'identification de nouveaux facteurs intervenant durant la phase de réplication qui pourrait interagir avec l'effecteur de la voie Hippo.   
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